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RESUMEN

Los platanos y bananos son cultivos sensibles al déficit hidrico. Las sequias cada vez mas prolongadas sugieren la necesidad de
obtener plantas tolerantes a este factor; la seleccién temprana de estas plantas, comparada con la seleccién en campo, permite
ahorrar tiempo y trabajar con mayores volimenes de individuos. Para ello es conveniente contar con cultivares patrones cuya
respuesta al déficit hidrico in vitro sea favorable. El objetivo del presente trabajo fue determinar la respuesta de cultivares de Musa
spp. con diferente composicion genémica al estrés hidrico inducido in vitro con polietilenglicol 6000 (PEG-6000). Se estudiaron
los cultivares ‘Pelipita’ (ABB), ‘Manzano’ (AAB) y ‘Grande naine’ (AAA). El estrés se indujo con 30 g/L de PEG-6000 en medio de
cultivo semisélido de multiplicacion. A los 30 dias se evaluaron variables indicadoras de estrés morfolégicas (altura y nimero de
brotes por explante), fisiologicas (masa fresca y masa seca) y bioquimicas (contenido prolina, peréxido de hidrogeno y malondial-
dehido). En el cultivar ‘Pelipita’ se afecté solamente la altura de las plantas, mientras que en los demds se afectaron todas las varia-
bles excepto la masa seca en el ‘Manzano’. En este Ultimo y en el ‘Grande naine’ se incrementé la prolina, el peréxido de hidrége-
no y el malondialdehido, lo que evidencié un mayor estrés oxidativo y dano en las membranas celulares. Los cultivares estudia-
dos, pudieran emplearse como controles de tolerancia (‘Pelipita’) y sensibilidad (‘Grande naine’ y ‘“Manzano’) en la seleccion in
vitro de plantas tolerantes a la sequia, en futuros programas de mejoramiento genético.
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ABSTRACT

Bananas and plantains are crops very sensitive to water deficit. Increasingly prolonged drought condition suggests the need for
tolerant plants to this factor. The early selection of these plants in in vitro conditions save time and allow working with large vol-
umes of individuals. This requires having genotypes with favorable response to in vitro water deficit. The aim of this work was to
determine the response of Musa spp. cultivars, with different genotype contribution, to in vitro water stress induced by polyethyl-
ene glycol 6000 (PEG-6000). Cultivars ‘Pelipita’” (ABB), ‘Manzano’ (AAB) and ‘Grande naine’ (AAA) were cultured in semisolid
multiplication medium supplemented with PEG-6000 30 g/L. Different stress indicator traits were evaluated after 30 days
(morphological: height and number of shoots per explant; physiological: fresh and dry weight; and biochemical: proline, hydrogen
peroxide and malondialdehyde content). As results, osmotic stress affected only plant height in ‘Pelipita’ cultivar. However, in the
other cultivars all variables were affected, except dry weight in ‘Manzano’. Moreover cv. ‘Grande naine’ and ‘Manzano’ increased
proline, hydrogen peroxide and malondialdehyde content. These results indicate that osmotic pressure could induce oxidative
stress and cell membrane damages in these cultivars. The obtained results suggested that these genotypes could be used as a
tolerant (‘Pelipita’) and sensitive (‘Grande naine’ and ‘Manzano’) controls in in vitro selection of drought-tolerant plants in future
breeding programs.

Key words: bananas, drought, in vitro selection, PEG, plantains.
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INTRODUCCION

Los platanos y bananos (Musa spp.) se encuentran am-
pliamente distribuidos en las regiones tropicales y sub-
tropicales del mundo, donde tienen gran importancia
nutricional, econémica y social ya que son fuente de
alimento, ingreso econémico y empleo (Ramirez-
Villalobos et al., 2012). Segin datos estadisticos de la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimenta-
cion y la Agricultura (FAO) la produccion de estos culti-
vos para el afo 2016 fue de aproximadamente
148.344.104 toneladas (FAOSTAT, 2017).

Al ser cultivos que se desarrollan en los trépicos estan
adaptados a buenas condiciones de humedad, necesi-
tan por lo menos 25 mm de agua por semana, y para
mantener una productividad 6ptima requieren de preci-
pitaciones anuales de 2000-2500 mm uniformemente
distribuidas a lo largo del afio. Cuando las condiciones
de riego son limitadas, la sequia constituye para ellos
una de las principales causas de las pérdidas en los ren-
dimientos agricolas (Vanhove et al., 2012).

En las dltimas décadas como consecuencia del cambio
climético se ha percibido un incremento en la tempera-
tura global del planeta, lo cual ha provocado la inciden-
cia de sequias prolongadas en las zonas productoras de
platanos y bananos. Esta problematica ha llevado a la
comunidad cientifica a pensar en la necesidad de obte-
ner nuevos genotipos tolerantes al déficit hidrico
(Salazar et al., 2014).

Los cultivares de Musa spp. que poseen mayor valor
comercial son generalmente estériles, poliploides y se

propagan vegetativamente (Ravi et al., 2013), por esta
razén para su mejoramiento genético no resulta conve-
niente utilizar las técnicas clasicas. En su lugar, la biotec-
nologia ofrece mudiltiples ventajas, entre ellas la selec-
cién in vitro, ya que permite ahorrar tiempo, recursos y
trabajar con un mayor volumen de individuos. Ademas
se plantea que existe una correlacion entre las respues-
tas de las plantas en condiciones in vitro e in vivo
(Mohamed et al., 2000).

Para poder seleccionar en cultivares sensibles a la sequ-
ia, plantas que hayan adquirido tolerancia luego de
haber transitado por un proceso de mejoramiento
genético, es necesario conocer aspectos como el agen-
te selectivo a emplear, las variables a determinar para
detectar la tolerancia, y los cultivares a usar como refe-
rencia por su tolerancia y/o sensibilidad frente al estrés.
En este sentido, como agentes selectivos para la detec-
cion de plantas tolerantes a estrés hidrico, han sido usa-
das en varios cultivos sustancias como la sacarosa, el
manitol, el sorbitol y el PEG (Rai et al., 2011). En Musa
spp. esta dltima ha sido empleada por varios autores
(Shekhawat et al., 2011; Bidabadi et al,, 2012).

Como variables para detectar la tolerancia a estrés
hidrico en varios cultivos incluidas las musaceas han
sido utilizados indicadores del crecimiento vegetal, y
del funcionamiento de procesos fisiolégicos y bioquimi-
cos. La relevancia de medir estos indicadores radica en
las modificaciones que sufren ante la presencia de un
estrés en la planta. Algunos de ellos son la altura de las
plantas, la longitud de las raices, el nimero de brotes
por explante, las masas fresca y seca, el contenido rela-
tivo de agua, y los contenidos de prolina, malondial-
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dehido y peréxido de hidrégeno entre otros (Mahmood
etal.,, 2012; Rustagi et al., 2015; Tak et al., 2017).

Por otro lado, se refiere que en Musa spp. los cultivares
que poseen en su genoma la contribucién de M. balbi-
siana (representado con la letra B), toleran mejor el défi-
cit hidrico que aquellos que solamente tienen la contri-
bucion de M. acuminata (representado con la letra A)
(Ravi et al., 2013). Sin embargo, la mayoria de estos
conocimientos se basan en la respuesta de las plantas
en condiciones de campo o in vivo. Se encuentran es-
casos trabajos que muestran un andlisis comparativo
entre cultivares de platanos y bananos con diferente
composicion gendmica, en condiciones in vitro y ante
escenarios de estrés hidrico inducido (Vanhove et al.,
2012). Investigaciones de este tipo podrian ser de gran
utilidad en el momento de establecer un esquema de
seleccion temprana, en el cual deba conocerse, qué
respuesta a la sequia manifiestan in vitro aquellos culti-
vares que se decida emplear como controles de tole-
rancia y/o sensibilidad.

Teniendo en cuenta lo anterior, en la presente investiga-
cién se estudian tres cultivares de Musa spp. con dife-
rente composicion gendmica: ‘Grande naine’ (AAA),
‘Pelipita” (ABB) y ‘Manzano’ (AAB). Los dos primeros
han sido estudiados en trabajos de este tipo por autores
como Moreno-Bermidez et al. (2014) y Moreno-
Bermddez et al. (2015). Sin embargo, la determinacién
de una mayor cantidad de variables indicadoras de
estrés para cada uno, pudiera contribuir a comprender
mejor su respuesta frente al déficit hidrico in vitro. Por
otra parte, para el cultivar ‘Manzano’ no han sido infor-
mados resultados en esta temdtica. El presente trabajo
tuvo como objetivo determinar la respuesta de los tres
cultivares referidos frente al estrés hidrico in vitro indu-
cido con PEG-6000.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se emplearon los cultivares de Musa spp. ‘Grande
naine’ (AAA) y ‘Manzano’ (AAB) por poseer un alto
valor comercial debido a las propiedades organolépti-
cas de sus frutos. Ademas, se tuvo en cuenta el cultivar
de platano ‘Pelipita’ (ABB) con el objetivo de estudiar
genotipos con un amplio rango de respuesta al estrés
hidrico. Se usaron brotes provenientes de plantas in
vitro que se encontraban en fase de multiplicacion en-
tre el tercer y el quinto subcultivo, propagadas via orga-
nogénesis segln el protocolo propuesto por Orellana
(1994). Se seleccionaron plantas con tres o mas hojas
completamente expandidas (figura 1A), estas fueron
cortadas por su parte superior aproximadamente a 1,0

Figura 1. A: planta in vitro de Musa spp. seleccionada para
los experimentos de estrés hidrico. B: brotes in vitro de
Musa spp. en el momento de la siembra en medio de culti-
vo semisdlido de multiplicacién suplementado con PEG-
6000.

cm de longitud medido desde la base. También se eli-
minaron del pseudotallo las capas de hojas mas exter-
nas hasta obtener un explante inicial de aproximada-
mente 0,5 cm de didmetro y 1,0 cm de altura; luego
fueron colocados seis explantes por cada frasco de cul-
tivo (figura 1B).

Medios de cultivo

Se utiliz6 un medio de cultivo semisélido de multiplica-
cion, compuesto por el 100% de las sales MS
(Murashige & Skoog, 1962) (Duchefa, Holanda), tiami-
na 1,0 mg/L, 6-bencilaminopurina (6-BAP) 4,0 mg/L,
acido indolacético (AIA) 0,65 mg/L, mio-inositol 100
mg/L, dcido citrico 50 mg/L, sacarosa 30 g/L y Gelrite®
(Duchefa, Holanda) 2,8 g/L. Ademas, como agente in-
ductor del estrés hidrico se adicion6 PEG-6000 (Merck,
Alemania) a una concentracién de 30 g/L, seleccionada
a partir de lo informado por Moreno-Bermidez et al.
(2014). El pH del medio de cultivo fue ajustado a 5,8
con NaOH 0,1 M y HCI 0,1 M, y se dosificé en frascos
de cultivo de vidrio con capacidad total de 250 mL (30
mL/frasco). Posteriormente los frascos fueron esteriliza-
dos en autoclave a 121°C y 1,2 kg/cm*de presion du-
rante 20 min segun la informacién técnica de la firma
Sigma-Aldrich (2012) (St. Louis City, Missouri, USA).

Condiciones de cultivo

Los frascos de cultivo con los brotes fueron colocados
en una camara de crecimiento con luz solar con una
intensidad de Flujo de Fotones Fotosintéticos entre 48-
65 pumol/m/s, un fotoperiodo de 13 horas al dia, y una
temperatura de 27+2 °C. Los brotes se mantuvieron en
estas condiciones durante 30 dias.

Respuesta de cultivares de Musa spp. al estrés hidrico in vitro
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Figura 2. Plantas in vitro de diferentes cultivares de Musa
spp. no sometidas a estrés (a) y sometidas a estrés hidrico
(b) inducido con PEG-6000 a los 30 dias de cultivo. Pel y

Mz:  cultivares de platano  ‘Pelipita’ (ABB) vy
‘Manzano’ (AAB) respectivamente, Gn: cultivar de banano
‘Grande naine’ (AAA).

Determinacion de indicadores de estrés hidrico

A los 30 dias de cultivo se evaluaron variables morfol6-
gicas, fisioldgicas y bioquimicas como indicadores de
estrés hidrico.

Morfolégicos

Se determin6 el ndmero de brotes por explante y la
altura de la planta (cm) medida con una regla graduada
desde la base de cada planta hasta el punto de inser-
cion en el pseudotallo de la hoja mas joven completa-
mente expandida.

Fisiolbgicos

Se determiné la masa fresca (MF) (g) y la masa seca
(MS) (g) de las plantas. La primera de estas variables se
obtuvo tras pesar las plantas inmediatamente después
de extraerlas de los frascos de cultivo. Para determinar
la MS las plantas se secaron en la estufa a 60°C y se
pesaron varias veces en el tiempo hasta mantener peso
constante.

Bioquimicos

Se evaluaron tres indicadores bioquimicos correspon-
dientes a: contenido de prolina y de H,O, los cuales se
determinaron de acuerdo a lo descrito por Moreno-
Bermddez et al. (2014), y el contenido de malondial-
dehido (MDA) que se determiné segin Wang et al.
(2009).

Disefo experimental y procesamiento estadistico
Se tuvieron en cuenta dos tratamientos: plantas in vitro
sometidas a estrés y plantas in vitro no sometidas a

estrés hidrico con PEG-6000. De cada tratamiento, para
cada cultivar estudiado, se tuvieron en cuenta 12 répli-
cas; cada una estuvo conformada por un frasco de culti-
vo con seis plantas in vitro.

Para la determinacién de las variables morfolégicas y la
MF se evaluaron 72 plantas, mientras que para la MS se
evaluaron 24 plantas de cada cultivar para cada trata-
miento respectivamente. Para determinar las variables
bioquimicas fueron empleadas como material vegetal
las plantas in vitro completas de ocho réplicas de cada
cultivar para cada tratamiento. Las seis plantas de cada
réplica se pulverizaron juntas en nitrogeno liquido y se
almacenaron a -80°C, para posteriormente tomar la
cantidad necesaria para hacer las determinaciones. Es-
tas se realizaron por espectrofotometria, con el uso de
un espectrofotémetro GENESYS 6 (Thermo Electron
Corporation (USA); Visionlite; Version 2,1). Las determi-
naciones de los indicadores bioquimicos, para cada una
de las réplicas de cada cultivar y tratamiento fueron
realizadas tres veces.

Para el andlisis estadistico se empleé el programa SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) ver. 18,0 para
Windows. Para el procesamiento de los resultados se
comprobaron los supuestos de normalidad y homoge-
neidad de varianzas por las pruebas de Shapiro-Wilk y
Levene respectivamente. Debido a que los datos no
cumplieron con estos supuestos, para buscar diferen-
cias entre los tratamientos se realiz6 la prueba no pa-
ramétrica de Mann-Whitney para un intervalo de con-
fianza del 95% (p <0,05). Las comparaciones para cada
variable fueron realizadas entre ambos tratamientos
para un mismo cultivar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de indicadores de estrés hidrico
Morfolégicos

Se observé una disminucion en la altura de las plantas
de los tres cultivares estudiados sometidas a estrés
hidrico con PEG-6000, cuando se compararon con las
plantas no sometidas a estrés (figura 2). Estas diferen-
cias comenzaron a notarse a partir de los 15 dias de
cultivo, y fueron significativas al finalizar el experimento
a los 30 dias (figura 3A). Por otro lado, el nimero de
brotes por explante también disminuy6 significativa-
mente para el cultivar ‘Manzano’ en las plantas tratadas
con PEG-6000 cuando se realiza la misma comparacién
(figura 3B).

Tanto la altura como el nimero de brotes por explante
son variables que se relacionan con el crecimiento ve-
getal. Jaleel et al. (2009) plantean que el crecimiento es
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Figura 3. Efecto del estrés hidrico inducido con PEG-6000 sobre la altura (A) y nimero
de brotes por explante (B) de plantas in vitro de diferentes cultivares de Musa spp. a los
30 dias de cultivo. Pel y Mz: cultivares de platano ‘Pelipita’ (ABB) y ‘Manzano’ (AAB)
respectivamente, Gn: cultivar de banano ‘Grande naine’ (AAA). Letras no comunes so-
bre barras indican diferencias significativas entre ambos tratamientos para un mismo
cultivar segtin prueba de Mann-Whitney para p<0,05. (n=72).

uno de los procesos que se ven afectados en las plantas
a causa del estrés abiotico. Por otro lado, Surendar et
al. (2013b) refieren que la altura de la planta es un im-
portante indicador morfolégico relacionado con el cre-
cimiento y desarrollo de los cultivos, procesos que en-
vuelven a su vez el crecimiento y desarrollo celular.
Estos dltimos consisten en la divisién, alargamiento y
diferenciacion de las células, y son muy sensibles al
déficit hidrico por su dependencia con el grado de tur-
gencia de las mismas (Wareing y Phillips, 1970).

De acuerdo con los criterios anteriores la disminucién
en la altura de las plantas para los tres cultivares estu-
diados, podria constituir una evidencia de su sensibili-
dad al déficit hidrico impuesto. Sin embargo, también
se plantea que como consecuencia de la falta de agua,
las plantas limitan su crecimiento para evitar o tolerar la
deshidratacién, lo cual constituye un mecanismo de
defensa ante el estrés (Valladares et al., 2004).

Por otra parte, la disminucién en el nimero de brotes
por el efecto del PEG-6000 significativa solo para el
cultivar ‘Manzano’ podria ser indicativo de una mayor
sensibilidad por parte de este a un déficit de agua. Esta
respuesta pudiera deberse a su composicion genémica,
ya que a pesar de poseer la contribucion de la especie
M. balbisiana, Ravi et al. (2013) lo clasifican como sensi-
ble al estrés hidrico.

Una disminucién en diferentes caracteres morfoldgicos
de plantas de Musa spp. sometidas a estrés hidrico, tam-

bién ha sido informada por otros autores, por ejemplo,
Moreno-Bermidez et al. (2014) en el cultivar ‘Grande
naine’, Bidabadi et al. (2012) y Mahmood et al. (2012),
en el cultivar ‘Berangan’ (AAA) sometido a estrés hidri-
co in vitro con PEG-6000. En cultivares de platano con
genotipo B, que como se menciond con anterioridad se
les atribuye una mejor tolerancia a la sequia, solo se
han encontrado respuestas semejantes para las varia-
bles morfolégicas aqui evaluadas, en condiciones ex
vitro. Ejemplos de lo anterior son los estudios realizados
por Ismail et al. (2004) en el cultivar ‘Pisang mas’ (ABB),
y Surendar et al. (2013b) en los cultivares ‘Ney
Poovan’ (AB), ‘Poovan’ (AAB), ‘Karpuravalli’ (ABB) y
‘Saba’ (ABB).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el pre-
sente trabajo para las variables morfolégicas evaluadas,
seria necesario el andlisis de otras variables para llegar a
una mejor conclusion sobre el grado de tolerancia o
sensibilidad de los cultivares estudiados al estrés hidrico
in vitro.

Fisiologicos

La MF no varié de manera significativa a causa del estrés
en el cultivar ‘Pelipita’, sin embargo en el ‘Manzano’ y el
‘Grande naine’ se observé una reduccion significativa en
aquellas plantas crecidas en presencia del PEG-600, en
comparacién con las que crecieron en condiciones nor-
males (Figura 4A). Por otra parte, la MS disminuyé signifi-
cativamente solo para las plantas sometidas a estrés del
cultivar ‘Grande naine’ (figura 4B).
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La MF y la MS son variables que tienen implicito el fac-
tor biomasa, una disminucién de estas puede indicar
una menor cantidad de biomasa. La MF ademas, inclu-
ye la cantidad de agua en los tejidos de la planta, por lo
que una disminuciéon de la misma también refleja la
dificultad de las plantas para estar hidratadas
(Rodriguez & Leihner, 2006).

Teniendo en cuenta lo anterior, la afectacion de la MF
en las plantas de ‘Manzano’ y ‘Grande naine’ sometidas
a estrés, sugiere una sensibilidad por parte de estos
cultivares al déficit hidrico in vitro, por la dificultad para
producir biomasa. Si se tiene en cuenta que en el culti-
var ‘Grande naine’ también se afecté de manera negati-
va la MS, pudiera asumirse que la sensibilidad fue ma-
yor que en el ‘Manzano’. Por otro lado, el hecho de
que para el cultivar ‘Pelipita’ ninguna de estas dos varia-
bles se haya modificado de manera significativa por el
estrés (figura 4A y B), pudiera indicar que las plantas
tratadas con el PEG-6000 fueron capaces de tolerarlo.

Los resultados de este acapite concuerdan con lo infor-
mado por Ravi et al. (2013), quienes clasifican al
‘Manzano’ y al ‘Grande naine’ susceptible y altamente
susceptible al déficit hidrico respectivamente. Por otra
parte, también en el trabajo referido se clasifica al grupo
gendmico ABB, al cual pertenece el ‘Pelipita’, como tole-
rante al factor abidtico evaluado. Estos autores basan su
clasificacién en observaciones realizadas en el ambiente
ex vitro. Los resultados del presente trabajo muestran
que en condiciones in vitro, los cultivares evaluados res-

ponden de manera similar. Adicionalmente, Moreno-
Bermudez et al. (2015), le confieren al cultivar ‘Pelipita’
tolerancia al estrés hidrico, tras evaluar la variable fisiol6-
gica “contenido de agua” en condiciones in vitro.

Por otro lado, Placide et al. (2012), obtuvieron resulta-
dos similares a los del presente trabajo en las variables
MF y MS, tras evaluar la respuesta de diferentes cultiva-
res de Musa spp. al estrés hidrico in vitro. Estos autores
estudiaron los cultivares ‘Lep Chang’ (BBB),
‘Cachaco’ (ABB), ‘Popoulou’” (AAB), ‘Obino
|”Ewai’ (AAB), ‘Williams’ (AAA), y ‘Mbwazirume’ (AAA).
Los resultados mostraron que los cultivares en los cua-
les ambas variables fisiolégicas se afectaron en menor
medida, fueron los de mayor contribucién de M. balbi-
siana (‘Cachaco’ y ‘Lep Chang’), por el contrario, el mas
afectado fue el ‘Mbwazirume’, y en el resto la afecta-
cion de estas y otras variables fue intermedia. De igual
manera Bidabadi et al. (2012) y Mahmood et al. (2012)
observaron una reduccién de la MF en plantas de
‘Berangan’ sometidas a estrés hidrico con 30 g/L PEG-
6000 como en el presente estudio.

Bioquimicos

Contenido de Malondialdehido (MDA)

Se observé un aumento significativo del contenido de
MDA en las plantas sometidas a estrés de los cultivares
‘Manzano’ y ‘Grande naine’ cuando se comparan con
las plantas no tratadas con PEG-6000 respectivamente.
Para el cultivar ‘Pelipita’” no se observaron diferencias

80 Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XIX No. 2 Julio - Diciembre 2017, 75 -85



£ a a L a
02 T of? - a
J a @ T 53 L ‘
B o7 Eg al b |
3 : 3. &M b "
£ 10 I £ 6 I ;
o I 3, I
( o

0
50 310

Pl (ABB) Mz (AAB)  Gn (AAA)
Cultivares

Pel (ABB) Mz (AAB) Gn (AAA)
Cultivares

W Plantas no somefidas a estrés ™ Plantas sometidas a estrés

Figura 5. Efecto del estrés hidrico inducido con PEG-6000 en el
contenido de malondialdehido (MDA) (A) y perdxido de hidrégeno
(H,0,) (B) de plantas in vitro de diferentes cultivares de Musa spp. a
los 30 dias de cultivo. Pel y Mz cultivares de platano
‘Pelipita’ (ABB) y ‘Manzano’ (AAB) respectivamente, Gn: cultivar de
banano ‘Grande naine’ (AAA). Letras no comunes sobre barras indi-
can diferencias significativas entre ambos tratamientos para un mis-
mo cultivar segtin prueba de Mann-Whitney para p<0,05. (n=24).

significativas en el contenido de este indicador entre
plantas de ambos tratamientos (figura 5A).

El MDA es un indicador de danos celulares causados
por estrés oxidativo, este es el producto final de la pe-
roxidacion lipidica, proceso que hace referencia a la
degradacién oxidativa de los lipidos tras sucesivas reac-
ciones en cadena, ocasionadas por los radicales libres
generados ante situaciones de estrés. Este proceso afec-
ta el complejo de membranas de la célula, por lo que
puede incidir de manera negativa en procesos celulares
tales como la respiracion (cuando afecta las membranas
mitocondriales) y la fotosintesis (cuando afecta las
membranas de los tilacoides en los cloroplastos)
(Mahouachi et al, 2005). Por tanto, aquellas plantas
sometidas a estrés en las que no se observa un incre-
mento en los niveles de MDA, presentan una mayor
capacidad para tolerar tal condicion.

De acuerdo con las explicaciones anteriores, los resulta-
dos presentados en la figura 5A sugieren que se produ-
jo una afectacién a las membranas celulares de las plan-
tas sometidas a estrés tanto para el cultivar ‘Manzano’
como para el ‘Grande naine’. En cambio, el resultado
obtenido para el cultivar ‘Pelipita’ sugiere que no se
produjeron tales dafos producto del déficit hidrico.
Estos resultados pueden relacionarse entonces con una
tolerancia del ‘Pelipita’ y una sensibilidad del ‘Manzano’
y el ‘Grande naine’ al factor abiético estudiado bajo las
condiciones evaluadas.

Otros estudios como este en Musa spp. también han
informado la presencia de dafios a nivel de membranas
celulares producto de un estrés hidrico in vitro. Por
ejemplo, Moreno-Bermddez et al. (2014), en el cultivar
de banano ‘Grande naine’, Shekhawat & Ganapathi
(2014) y Tak et al. (2017), en el cultivar de platano
‘Rasthali” (AAB) y Chai et al. (2005), y Rustagi et al.
(2015), en los cultivares de banano ‘Berangan’ y
‘Matti’ (AA) respectivamente. En todos estos casos se
relacion6 el aumento en los contenidos de MDA con
una sensibilidad al estrés, y aquellas plantas cuyos valo-
res de MDA no se incrementaron de manera significati-
va fueron consideradas mas tolerantes.

Contenido de peroxido de hidrégeno (H,0;)

Se observé un incremento significativo del contenido
de H,0; en las plantas sometidas a estrés de los cultiva-
res ‘Manzano’ y ‘Grande naine’ cuando se comparan
con las plantas no tratadas con PEG-6000. En las plan-
tas del cultivar ‘Pelipita’ no se observaron diferencias
significativas cuando se comparan ambos tratamientos.
(Figura 5B).

El H,O, esta considerado como una especie reactiva
del oxigeno (ERO) conjuntamente con el anion super-
oxido (Oy), el radical hidroxilo (OH) y el oxigeno en
estado de singlete ('O,) (Puthur, 2016). En condiciones
normales las células vegetales producen ERO continua-
mente como subproductos de varias rutas metabdlicas
localizadas en diferentes compartimentos celulares
(cloroplastos, mitocondrias y microcuerpos), pero a un
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Figura 6. Efecto del estrés hidrico inducido con PEG-6000 en el
contenido de prolina de plantas in vitro de diferentes cultivares
de Musa spp. a los 30 dias de cultivo. Pel y Mz: cultivares de
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nivel bajo en el que son rapidamente eliminadas por los
diferentes sistemas antioxidantes y no provocan daho
celular (Tadeo & Gémez-Cardenas, 2008). En condicio-
nes de estrés la produccion de este tipo de compuestos
se eleva drasticamente y dana diferentes biomoléculas
estructurales de la célula como el ADN, las proteinas y
a los lipidos de las membranas a través de la peroxida-
cion lipidica (Rai et al., 2011).

Teniendo en cuenta lo anterior, el incremento significa-
tivo en el contenido de H,0O,, observado en los cultiva-
res ‘Manzano’ y ‘Grande naine’ producto del déficit
hidrico, sugiere un mayor estrés oxidativo que pudo
resultar en un mayor dafo a las membranas celulares.
Esto dltimo lo corrobora el incremento en el contenido
de MDA discutido con anterioridad, significativo tam-
bién para estos dos cultivares (figura 5A). Estos resulta-
dos, por tanto, demuestran la sensibilidad del
‘Manzano’ y ‘Grande naine’ al estrés ocasionado por el
PEG-6000. Por otra parte la respuesta observada para el
cultivar ‘Pelipita’ en el contenido de H,O,, de igual ma-
nera que para los indicadores anteriores donde no se
observé variacion significativa entre ambos tratamien-
tos, pudo deberse a la tolerancia de este cultivar a las
condiciones de estrés osmético a las que fue sometido.

Aumentos en el contenido de H,O,en plantas de Musa
spp. sometidas a estrés hidrico in vitro han sido también
observados por varios autores, por ejemplo, Shekhawat
etal. (2011), en el cultivar de platano y ‘Rasthali’ y Bida-

badi et al. (2012) en banano cv. ‘Berangan’. En todos
estos estudios, como en el presente, los incrementos en
el contenido de H,0, estuvieron acompanados de in-
crementos en los contenidos de MDA, y ambos se han
relacionado con una sensibilidad de las plantas a la falta
de agua.

Contenido de prolina

Se observé un incremento significativo del contenido
de prolina en las plantas sometidas a estrés, compara-
das con aquellas crecidas en ausencia de PEG-6000
para los cultivares ‘Grande naine’ y ‘Manzano’. En el
cultivar “Pelipita” se observé una tendencia al aumento
de este indicador debido al déficit hidrico, sin embargo
no hubo diferencias significativas entre ambos trata-
mientos. (Figura 6).

La respuesta en el contenido de este aminoacido fue
similar a la observada para el resto de los indicadores
bioquimicos en los tres cultivares. Los incrementos de
H,O,y MDA en el ‘Grande naine’ y el ‘Manzano’ de-
mostraron un mayor dano por estrés oxidativo y a las
membranas celulares respectivamente. Lo anterior fue
interpretado como una muestra de su sensibilidad al
estrés por sequia. Por tanto, pudiera decirse que los
incrementos de prolina, significativos también solo para
estos dos cultivares, se relacionan en estos casos con la
sensibilidad al déficit de agua.

Incrementos en el contenido de prolina pueden ocurrir
debido a la hidrdlisis de las proteinas bajo condiciones
de estrés hidrico (Kramer & Boyer, 1983). Por otro lado,
como se menciond con anterioridad, las proteinas son
biomoléculas que pueden resultar danadas ante un défi-
cit de agua por la accion de ERO como el H,O, (Rai et
al., 2011). Teniendo en cuenta estos criterios, en el pre-
sente estudio los incrementos de la concentracién de
H,O, pudieron ocasionar un dafo a las proteinas, lo
cual pudo provocar su hidrélisis, y como consecuencia,
ocurrir el aumento en el contenido de prolina libre. lo
anterior explicaria la respuesta observada para esta va-
riable. Parra corroborar lo anteriormente argumentado
se pudiera tener en cuenta en futuros experimentos la
determinacion del contenido de proteinas totales, usa-
da también como indicador de tolerancia o sensibilidad
a estrés hidrico por autores como Surendar et al.
(2013a).

Otra explicacion a lo observado para el contenido de
prolina en los cultivares ‘Grande naine’ y ‘Manzano’,
podria ser que el aminoacido haya tenido que incre-
mentarse, como una necesidad para contrarrestar el
déficit de agua al que estaban sometidos. Segin Tadeo
y Gémez-Cardenas (2008), esta molécula es un com-
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puesto osmoprotector y un soluto compatible con el
funcionamiento celular con la funcién de conferir esta-
bilidad estructural a las membranas. También se le atri-
buyen funciones como la captura de ERO y el manteni-
miento del potencial redox celular (Hare et al, 1998;
Peleg y Blumwald, 2011). No obstante, a pesar del in-
cremento de prolina probablemente como un mecanis-
mo de defensa ante el estrés osmotico, los niveles de
H,O,y MDA se mantuvieron elevados. Esto demuestra
que en el ‘Grande naine’ y el ‘Manzano’ la condicién
impuesta no pudo ser contrarrestada, y corrobora su
sensibilidad.

En el cultivar ‘Pelipita’ no se observaron diferencias sig-
nificativas para este indicador entre ambos tratamien-
tos. Esta misma respuesta para el contenido de H,0O,y
MDA fue interpretada como una prueba de la toleran-
cia de este cultivar al estrés al que fue sometido. De
acuerdo con lo anterior, el resultado obtenido para el
contenido de prolina en este caso, se pudiera relacionar
con una manifestacion de tolerancia al estrés hidrico. Es
posible que en el ‘Pelipita’ no existiera la necesidad de
incrementar los niveles de prolina de manera significati-
va, por su capacidad para soportar el déficit de agua a la
concentracién de PEG-6000 utilizada. Este resultado con-
cuerda con lo informado por Tsoata et al. (2015), quie-
nes demostraron que bajos contenidos de prolina son
indicadores de una mejor tolerancia al estrés por sequia.

En Musa spp. la determinacién del contenido de prolina
ha sido dtil para identificar plantas tolerantes al déficit
hidrico (Mahmood et al., 2012; Sreedharan et al., 2013).
En estos estudios se han relacionado los incrementos
de este aminodcido con una tolerancia al estrés, contra-
rio a lo observado en el presente trabajo. Sin embargo,
el rol de la prolina ante un déficit hidrico es una cues-
tion controversial, ya que existen criterios diversos y no
se ha llegado a un consenso en este sentido. (Reyes et
al., 2012; Florido & Bao, 2014). Algunos autores aso-
cian los incrementos con una tolerancia al estrés (Llano
& Alcaraz, 2012; Lum et al., 2014) y otros con una sen-
sibilidad (Lamz et al., 2013).

Los resultados de la presente investigacion comprueban
la relacion que existe entre las respuestas de las plantas
en condiciones in vitro e in vivo. Lo anterior lo corrobo-
ra el hecho de que los genotipos de Musa spp. estudia-
dos en este trabajo, respondieron de manera similar a
como se ha referido en la literatura cientifica, respon-
den en condiciones naturales (Ravi et al., 2013).

Por otra parte, la determinacién de una mayor cantidad
de variables indicadoras de estrés hidrico para los culti-
vares ‘Grande naine’ y ‘Pelipita’ en este trabajo, con

respecto a trabajos previos (Moreno-Bermudez et al.,
2014, Moreno-Bermidez et al, 2015), contribuye a
comprender mejor su respuesta al déficit de agua en
condiciones in vitro. Los resultados obtenidos para el
‘Manzano’, ademads, constituyen los primeros informes
para este dltimo cultivar en la tematica abordada.

CONCLUSIONES

El cultivar de plitano ‘Manzano’ y el de banano
‘Grande naine’, mostraron sensibilidad a las condicio-
nes de estrés impuestas, al verse afectadas en ellos de
manera negativa la mayoria de las variables evaluadas.
El cultivar de platano ‘Pelipita’ toleré el déficit hidrico al
que fue sometido en el presente estudio, ya que sola-
mente se afecté en este caso la variable altura de la
planta. Por la respuesta mostrada estos tres cultivares
pudieran ser empleados como controles de referencia
para la seleccion in vitro de plantas de Musa spp. tole-
rantes a la sequia, unido a la determinacién de las varia-
bles masa fresca, masa seca, contenido de malondial-
dehido, perdoxido de hidrégeno y prolina como indica-
dores de estrés.
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