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Los platanos y bananos son cultivos tropicales y subtropicales sensibles a la sequia.
Mediante la transformacion genética se pueden obtener nuevos genotipos tolerantes a este
factor. Para ello, en otros cultivos se han empleado exitosamente genes que codifican para
proteinas responsables del ajuste osmotico de las células bajo condiciones de déficit hidrico,
clasificadas como osmotinas y acuaporinas. En platanos y bananos se han transformado
varios cultivares para obtener tolerancia a la sequia, sin embargo no se han encontrado
referencias al respecto en el cultivar ‘Grande naine’ (Musa AAA), uno de los mas
comercializados a nivel mundial. El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la
respuesta al estrés hidrico in vitro en lineas transgénicas de banano cv. ‘Grande naine’
transformadas con el gen de osmotina ap24. Se emple6 como agente osmoestresante el
polietilenglicol 6000 a una concentracion de 30 g I en medio de cultivo semisélido de
multiplicacion. Se emplearon dos lineas transgénicas, y como controles susceptibles plantas
sin transformar del propio cultivar. A su vez se utilizaron como controles tolerantes plantas
de los cultivares ‘Manzano’ (Musa AAB) y ‘Pelipita’ (Musa ABB). A los 30 dias se evaluaron
variables indicadoras de estrés morfolégicas (altura de la planta y nimero de brotes por
explante), fisiologicas (masa fresca, masa seca y contenido relativo de agua) y bioquimicas
(contenido de clorofilas totales, prolina, peroxido de hidrogeno y malondialdehido). Las lineas
transgénicas toleraron el estrés mejor que las no transformadas, respondiendo de forma
similar al cultivar ‘Pelipita’ considerado como tolerante. Esto se pudo comprobar por que no
se afectd la masa seca y el contenido de clorofilas en una de ellas, y en la otra ademas de
no afectarse el contenido de clorofilas, ocurri®6 un menor dafio a las membranas celulares

manifestado por bajos contenidos de peroxido de hidrégeno y malondialdehido.
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1. INTRODUCCION

La sequia constituye uno de los mas grandes desafios a los que se enfrenta la agricultura para
la produccion de alimentos a nivel mundial, esta impone a las plantas un estrés osmotico que
afecta negativamente su crecimiento y desarrollo, lo cual trae como resultado una disminucion

en la productividad (Henry et al., 2011).

Los platanos y bananos (Musa spp.) son sensibles a este factor abiotico, ya que se desarrollan
en las regiones tropicales y subtropicales y estan adaptados a buenas condiciones de humedad.
Estos cultivos constituyen el alimento fundamental para mas de 400 millones de personas
alrededor de todo el mundo, se cultivan en méas de 130 paises, con una produccién aproximada

de 144 592 009 toneladas anuales (FAOSTAT, 2015).

En las ultimas décadas como consecuencia del cambio climético se ha percibido un incremento
en la temperatura global del planeta, lo cual ha provocado la incidencia de sequias prolongadas
en las zonas dedicadas al cultivo de platanos y bananos. Esta problemética ha llevado a la
comunidad cientifica a pensar en la necesidad de obtener nuevos genotipos tolerantes al déficit
hidrico, ya que para la produccion de estos cultivos el agua constituye uno de los factores mas

limitantes (Vanhove et al., 2012).

Los platanos y bananos que poseen valor comercial son generalmente cultivos estériles,
poliploides y se propagan vegetativamente (Ravi et al., 2013), por esta razon para obtener
plantas mejoradas para un caracter en particular no resulta conveniente utilizar las técnicas de
fitomejoramiento clasico. Las técnicas biotecnolégicas constituyen una alternativa para
solucionar esta limitante, y dentro de ellas la transformacion genética es una opcién atractiva
porque permite insertar en el genoma de la planta, genes con una funcién conocida y obtener

plantas en un menor tiempo que por las vias tradicionales.

Entre los genes usados para lograr tolerancia al estrés hidrico en varios cultivos de interés

agricola se destacan aquellos que codifican para proteinas clasificadas como acuaporinas,
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dehidrinas y osmotinas (Bae et al., 2009; Zhou et al., 2012; Annon et al., 2014). Estas proteinas
intervienen en el ajuste osmotico de las células sometidas a condiciones de déficit hidrico,
facilitan el transporte de agua y otras pequefias moléculas a través de las membranas biol6gicas,

con lo cual la planta puede tolerar el estrés (Xu et al., 2014).

En platanos y bananos se han obtenido a través de la transformacion genética plantas que
expresan alguna de las proteinas mencionadas y han resultado tolerantes a condiciones de
escasez de agua. Por ejemplo, Shekhawat et al. (2011) obtuvieron plantas de cultivar de banano
‘Rasthali’ (Musa AAB) tolerantes a la salinidad y a la sequia en condiciones in vitro, a través de
la expresion de un gen que codifica para una dehidrina. También Sreedharan et al. (2013)
obtuvieron plantas transgénicas del mismo cultivar, tolerantes a estrés hidrico y al calor, a través

de la expresion de un gen de acuaporina.

El cultivar de banano ‘Grande naine’ (Musa acuminata Colla, grupo AAA, subgrupo Cavendish)
esta considerado como el cultivar mas importante a nivel mundial (ProMusa, 2014). Este, cultivar
segun Ravi et al. (2013) es altamente susceptible a la sequia y sin embargo no se han encontrado
referencias en la literatura cientifica sobre su mejoramiento genético con el propdsito de lograr

en él tolerancia a factores abioticos.

Chong-Pérez (2012) obtuvo lineas de plantas transgénicas de ‘Grande naine’ transformadas con
el gen ap24 de Nicotiana tabacum L. que codifica para una osmotina, para la obtencion de
resistencia a la enfermedad foliar Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet (anamorfo
Pseudocercospora fijiensis (Morelet) Deighton), sin embargo no se ha probado en ellas la

tolerancia al déficit hidrico.

Por otro lado, el polietilenglicol 6000 (PEG-6000) es uno de los agentes osmoestresantes mas
usados para simular el estrés hidrico in vitro (Rai et al., 2010). En Musa spp. autores como
Shekhawat et al. (2011) y Bidabadi et al. (2012) lo han empleado en otros cultivares (‘Rasthali’ y

‘Berangan’ (Musa AAA)), sin embargo no se conocen que variables pudieran ser utilizadas para
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detectar tolerancia a la sequia in vitro con el uso del PEG-6000 en las lineas de plantas

transgénicas de ‘Grande naine’ transformadas con el gen ap24.
Teniendo en cuenta la problematica anterior, se formulé la siguiente hip6tesis de trabajo:

“Mediante la determinacion de variables morfoldgicas, fisiol6gicas y bioquimicas indicadoras de
estrés hidrico, se podria determinar en plantas de banano cv. ‘Grande naine’ (Musa AAA)
transformadas con el gen de osmotina ap24, la tolerancia al estrés hidrico inducido con PEG-

6000 en el cultivo in vitro.”
Para dar cumplimiento a la misma se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general

Determinar la respuesta al estrés hidrico, en plantas in vitro de lineas transgénicas de banano

cv. ‘Grande naine’ (Musa AAA) que portan el gen de osmotina ap24.

Objetivos especificos

1- Determinar variables morfolégicas indicadoras de tolerancia, en plantas in vitro de banano cv.
‘Grande naine’ transformadas con el gen ap24, sometidas a estrés hidrico inducido con

polietilenglicol 6000.

2- Determinar variables fisioldgicas y bioquimicas indicadoras de tolerancia, en plantas in vitro
de banano cv. ‘Grande naine’ transformadas con el gen ap24, sometidas a estrés hidrico inducido

con polietilenglicol 6000.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Generalidades sobre el cultivo

2.1.1. Origen y distribucién

El origen del género Musa ha sido ampliamente debatido por muchos autores quienes han
propuesto diferentes teorias al respecto. Belalcazar (1991) plantea que el género se originé en
la peninsula malaya en Asia, donde existian las especies Musa acuminata Colla y Musa
balbisiana Colla que al cruzarse entre si dieron origen a todas las variedades de platanos y
bananos comestibles conocidas en América.

Por otra parte, Robinson (1996) plantea que varios diploides de M. acuminata tuvieron su origen
en el sureste de Asia y las regiones occidentales del Pacifico, donde mediante cruzamientos
naturales originaron hibridos triploides partenocarpicos con esterilidad femenina y frutos
comestibles. Estos triploides fueron seleccionados, propagados y distribuidos como cultivo
alimentario y junto con los cultivares diploides llevados a areas méas secas como India y Filipinas.
Alli, por hibridaciones interespecificas con la especie M. balbisiaba desarrollada naturalmente en
estas regiones, se origino el resto de los bananos y platanos que se conocen con genomas de
ambas especies.

También en la India o en las islas de Oceania ubican el origen del platano la mayor parte de los
naturalistas segun Lopez (1989), debido a que aparece en pinturas rupestres de cavernas
posiblemente en los afios 300 y 400 a.n.e. Para este autor muchas variedades cultivadas
pertenecen a especies nativas del noreste de la India.

Acerca de la distribucién de los bananos comestibles fuera de Asia, Robinson (1996) plantea que
pudo haber sido desde Indonesia hasta Madagascar cruzando el Océano indico; una vez en
Madagascar introducidos al este de Africa, Zaire y posteriormente a la region Oeste del
continente africano. Los portugueses se encargaron de introducir el platano desde Africa hacia

las Islas Canarias poco después de 1 402, y Fray Tomas de Berlanga lo llevo a Santo Domingo
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en América en el afio 1516 (Simmonds, 1966); de ahi fue introducido en Cuba segun Lopez
(1989), y luego pasé al resto del continente americano.

2.1.2. Taxonomiay diversidad genética

Desde la primera clasificacion cientifica del género Musa realizada por varios autores también
se ha tratado su ubicacion taxondmica de diferentes maneras. Segun Cronquist (1988), el género
pertenece a la familia Musaceae incluida en el orden Zingiberales (Scitaminales), que se sitia
dentro de la subclase Zingiberidae, perteneciente a la clase Liliopsida de la division
Magnoliophyta (monocotiledoneas).

La familia Musaceae incluye dos géneros: Ensete y Musa. El primero esta representado por
especies de uso fundamentalmente ornamental que no representan cultivares de fruto comestible
(Champion 1969); el segundo a su vez, se divide en cuatro secciones segun Sandoval y Miiller
(1999): Callimusa, Australimusa, Rhodochlamys y Eumusa.

A la seccion Eumusa, con numero basico de cromosomas n=11, pertenecen las musaceas
comestibles, que usualmente se dividen en dos grupos: platanos y bananos, y que surgieron a
partir de las dos especies silvestres diploides (2n=22) incluidas dentro de esta seccion: M.
acuminata y M. balbisiana, con genomas son representados con las letras Ay B respectivamente.
De esta manera, la ploidia y el genomio de cada cultivar estan representados con la letra A para
indicar la procedencia a partir de M. acuminata y con la B para la de M. balbisiana (Sandoval y
Mdaller, 1999).

Los bananos comestibles son aquellos que solamente tienen en su genoma el aporte genético
de M. acuminata (AA) (banano). Esta especie adaptada a regiones humedas, fue sometida por
el hombre durante muchos afios a procesos de cruzamiento y seleccion, con ello se originaron
otros cultivares diploides comestibles partenocarpicos o con semillas estériles (Simmonds,

1966).
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A partir de los cultivares AA, por restitucion cromosomica durante la meiosis, surgen los triploides
AAA (Simmonds, 1987), grupo al cual pertenece la mayoria de los bananos que se comercializan,
y dentro del que se incluyen los subgrupos: Gros Michel, Red, Green Red y Cavendish; a este
ultimo pertenece entre otros, el tipo Gigante, y dentro de €l se incluye el cultivar ‘Grande naine’
(Simmonds, 1966).

Por otra parte, los platanos comestibles se originaron por el cruzamiento natural entre los
cultivares de banano AA y AAA, con el silvestre M. balbisiana (BB) (platano), adaptado a suelos
MA&s secos, y por tanto mas tolerante a la desecacion y con mayor valor nutritivo y resistencia a
enfermedades. Segun Simmonds (1987) tales cruzamientos produjeron hibridos diploides
(2n=22) (AB), triploides (3n=33) (AAB, ABB) y tetraploides (4n=44) (AAAB, AABB), cuya
presencia en su genoma de las caracteristicas genéticas de M. balbisiana, contribuy6 a que se
difundieran a un mayor numero de regiones en el mundo. Stover y Simmonds (1987) refieren
ademds la existencia del tetraploide ABBB. Todo lo anterior, refleja la gran diversidad genética

gue se presenta en el género Musa en la naturaleza.
2.1.3. Importancia econémicay alimentaria

Los bananos y platanos son un alimento primario para mas de 400 millones de personas en Asia,
Africa y América Latina, son componentes importantes de la dieta humana en casi todos los
paises del mundo, ya sea como alimento cocido o como fruta fresca (Marin el al., 2002). Estos
cultivos de manera unida constituyen el cuarto cultivo mas importante después del arroz, el maiz
y el trigo en valores de toneladas producidas (Afza et al., 1996), de manera independiente el
platano ocupa el segundo lugar después de la naranja (MusaDoc, 2000), y los bananos
constituyen la cuarta fruta de mayor produccion mundial después de las uvas, los citricos y las
manzanas (Surendar et al., 2013).

La industria de platanos, ademas de generar empleo directo e indirecto en las comunidades

involucradas en la produccién y comercializacion; ha sido un factor importante para el comercio
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y la exportacion, no sélo en los paises tradicionales del Caribe y América Latina, sino también en
algunos paises de Asia y Africa que le han permitido mejorar la economia de sus naciones.

Los platanos y bananos estan considerados como una buena fuente de potasio y vitaminas A,
B1, B2y C, ademas contienen un alto contenido de vitamina B6 con lo cual contribuyen a aliviar
el estrés y la ansiedad; son utilizados también en los manejos agricolas pues brindan sombra a

otros cultivos como el cacao y café (MusaDoc, 2000).

2.1.4. Caracteristicas del cultivar ‘Grande naine’
Este cultivar es un triploide que solamente tiene genoma acuminata, se ubica en el subgrupo
Cavendish con grupo gendmico AAA. Segun Pérez (1994), presenta una estabilidad genética

entre un 0.0-80 %.

Su pseudotallo es de porte relativamente bajo, cilindrico, de una altura entre 2,0-3,0 m y didmetro
aproximado de 50 cm, medido a un metro de la superficie del suelo en el momento de aparecer
la inflorescencia.

Las hojas en su estado adulto son de color verde mate con manchas pardo-negruzcas en el haz
y color verde claro hacia el envés, con presencia de cera en ambas superficies. El nervio central
es verde amarillo y tiene ligeras tonalidades rosadas; el peciolo es grueso, corto y posee borde
rojizo que se prolonga hacia todo el limbo. Los retofios son abundantes, cerosos y presentan
muchas hojas que luego desaparecen.

La inflorescencia es pendulada, la pAmpana es aovada, donde sus bellotas son de color morado
con cera y bracteas deciduas. EI nimero de manos de las flores femeninas esta entre ocho y
catorce con doble hilera.

La infrutescencia es ligeramente tronconica. Los frutos son de pedunculo largo y delgado; con
una forma curva, y color amarillo verdoso al madurar.

La distribucién de este cultivar es a escala mundial y predomina entre los bananos cultivados con

fines comerciales y de exportacion. Entre las ventajas que ofrece este cultivar se destacan los
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altos rendimientos, altos indices de cosecha, un intervalo de emergencia-floracion y floracion-
madurez fisiologica de 196 y 122 dias respectivamente, y que realiza su ciclo productivo en 318
dias. Ademas la altura promedio del pseudotallo de 2,5 m le confiere mayor resistencia al viento
y facilita las labores agronémicas y de cosecha (Soto, 1985).

En Cuba, antes de 1990 se cultivaba a todo lo largo y ancho del pais, pero su produccion
disminuyd paulatinamente por la incidencia a partir de ese mismo afio de la Sigatoka Negra.
Ademas de ser susceptible a enfermedades flngicas, es altamente susceptible al estrés abiético
causado por factores como la salinidad y la sequia que provocan un déficit hidrico en la planta y
disminuye los niveles de productividad. (Ravi et al., 2013)

2.2. Estrés en plantas

Las plantas son organismos sésiles que no pueden moverse de un lugar a otro en busca del
ambiente mas adecuado para su crecimiento y desarrollo, y por ello no pueden escapar de las
situaciones de estrés medioambiental. Segun Tadeo y Gémez-Céardenas (2008) el concepto de
estrés en el contexto de la fisiologia vegetal implica, la presencia de un factor externo a la planta
provocado por un medio ambiente cambiante, que ejerce una influencia negativa sobre su
desarrollo éptimo.

Alo largo de su ciclo vital las plantas estan expuestas a un gran nimero de condiciones o factores
estresantes, que pueden agruparse en bidticos y abibticos. El estrés bibtico es causado por la
accion de los seres vivos como animales, otras plantas y los denominados agentes patdégenos
(bacterias, hongos, virus y viroides), el estrés abidtico por su parte es causado por una serie
diversa de factores medioambientales que pueden por lo general actian de manera conjunta.
2.2.1. Estrés abiotico y tipos

El estrés abiotico dependiendo de la naturaleza del agente causal, puede dividirse en fisico y
quimico. Entre los fisicos se encuentra la sequia, la salinidad (en su componente osmético), las
temperaturas extremas (calor, frio, congelacion), la excesiva o insuficiente irradiacion, la
anaerobiosis producida por encharcamiento o inundacion, el estrés mecénico producido por el
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viento o la excesiva compactacion del suelo, y el inducido por heridas o lesiones. El estrés
quimico esta causado por la salinidad (en su componente iénico o téxico), por la carencia de
elementos minerales y por los contaminantes ambientales como el diéxido de azufre (SO.), los
oxidos de nitrdgeno (NOy), los compuestos clorofluorocarbonados (CFC), el ozono (Os) y los

metales (Tadeo y Gomez-Céardenas, 2008).

Segun estos autores, de todos los recursos que la planta necesita para crecer y desarrollarse, el
agua es el mas importante y limitado; de acuerdo con esto, dentro de todos los tipos de estrés
ambientales a los que las plantas pueden estar expuestas, el mas importante es el estrés hidrico
ya que este esta ocasionado precisamente por un déficit de agua en los tejidos vegetales.

En el estrés hidrico se incluyen el estrés por salinidad (en su componente osmético), y el estrés
por sequia. La salinidad esta dada por un incremento de solutos (sales) en el agua del suelo o
del medio en el que se desarrolla la planta, cuando esto ocurre se reduce el potencial hidrico de
ese medio, y las plantas experimentan dificultades para absorber agua, esta deficiencia por tanto
trae como resultado un estrés hidrico en la planta (Tadeo y Gomez-Cérdena, 2008). Por otro
lado, el estrés por sequia se define, segun Deikman et al. (2012), como cualquier situacién en la
cual la cantidad de agua disponible para la planta es menor que la cantidad de agua requerida
para sostener al maximo el crecimiento y la productividad. Segun Vinocur y Altman (2005) la
salinidad y la sequia son las causas primarias de las pérdidas agricolas a nivel mundial.

2.2.1.1. Efectos del estrés abiodtico en las plantas

Los estreses ambientales como la sequia, salinidad, elevada iluminacién y temperaturas
extremas influyen en el crecimiento y productividad de las plantas (Miller y Munné-Bosch, 2015).
Estos factores dafian procesos vitales como la fotosintesis y la sintesis de proteinas, lo cual
resulta en una disminucion del crecimiento y produccién de biomasa. También se producen
alteraciones en el balance hormonal, y en los procesos de oxidacién/reduccién que resultan en

dafos al ADN y a proteinas, y ademas a los lipidos de las membranas celulares mediante el



Revision bibliografica

proceso conocido como lipoperoxidacion. (Munns y Tester, 2008; Mittler et al., 2011; Munné-
Bosch et al., 2013).

Las alteraciones en los procesos oxidacion/reduccion que causan estos dafios a las diferentes
biomoléculas y componentes de las células vienen dadas por el incremento en ellas de las
especies reactivas del oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species). Diaz et al. (1999)
sefialan que este incremento conduce a que se genere estrés oxidativo dado porque los
mecanismos de generacion de las ROS superan la capacidad de las defensas antioxidantes
enzimaticas y no enzimaticas. Chai et al. (2005) plantean que muchas enzimas relacionadas con
la eliminacion de intermediarios producidos por el metabolismo del oxigeno se incrementan a
nivel celular como consecuencia del estrés hidrico, precisamente para combatir el dafio que

genera el estrés oxidativo como uno de los mecanismos de respuesta.

2.2.1.2. Respuestas de las plantas al estrés abidtico

A lo largo de la evolucién, las plantas han desarrollado diferentes respuestas y adaptaciones que
les permiten sobrevivir en condiciones de constante déficit hidrico (Nilsen y Orcutt, 1996).
Muchas de estas adaptaciones estan relacionadas con una mayor capacidad de tomar agua o
con un uso mas eficiente de este recurso.

Las condiciones ambientales en las cuales las plantas se desarrollan son percibidas por los
distintos 6rganos, y esta informacion se transmite internamente mediante la modulacion de la
sintesis de sefales, fundamentalmente hormonas que activan las respuestas de desarrollo y
crecimiento vegetativo (Talon et al., 1991; Zeevaart et al., 1993). Vidal (2010) plantea que las
plantas son capaces de si las condiciones ambientales se vuelven desfavorables, reprimir las
respuestas de crecimiento y desencadenar mecanismos de proteccion y defensa que
comprometen el desarrollo, y aseguran la supervivencia de la planta bajo condiciones

ambientales adversas.
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De manera general, Talon y Gomez-Cérdenas (2008) plantean que las plantas responden ante
una situacion de estrés (abidtico o bidtico) en cuatro fases: la primera es la Fase de alarma, en
la cual se activan los mecanismos defensivos de los que dispone la planta para hacer frente al
estrés, esta activacion conduce a la acomodacion del metabolismo celular a las nuevas
condiciones, a la activacion de los procesos de reparacion de la maquinaria celular dafiada y a
la expresion de las adaptaciones morfoldgicas adecuadas. La segunda fase es la Fase de
resistencia, en la que los cambios que se producen permiten a la planta alcanzar un nuevo estado
fisioldégico 6ptimo, sila situacidén de estrés se mantiene durante un tiempo excesivo, la capacidad
de resistencia se agota y la planta detiene nuevamente sus funciones. Si esto ocurre la planta
entra entonces en la tercera fase denominada Fase de agotamiento, que culmina con la muerte
de la planta si la condicion de estrés no desaparece a tiempo. Si el estrés cesa, las funciones
fisioldgicas de la planta pueden regenerarse y esta puede alcanzar un nuevo estado fisiol6gico

Optimo para las condiciones presentes; esta Ultima fase se denomina Fase de regeneracion.

Los principales mecanismos fisiolégicos para responder al estrés estan relacionados con
respuestas plasticas como modificaciones en la época de senescencia, mantenimiento de la
estabilidad de las membranas celulares y de los organulos, y cambios en la elasticidad de la
pared celular (Chinnusamy et al., 2005; Stepanova y Alonso, 2005).

Otras respuestas emitidas por las plantas en condiciones de déficit hidrico son la disminucién de
la expansion foliar y el aumento del crecimiento radicular (Potters et al., 2007; Shao et al., 2008),
y ademas el cierre de los estomas que son las estructuras responsables de la mayor proporcién
de pérdida de agua en las plantas (Taiz y Zeiger, 2006). Segun Shinozakiy Yamaguchi-Shinozaki
(2007) a nivel celular y molecular también se desencadenan respuestas al estrés hidrico, una de
las principales es la modificacion de la expresion génica, relacionada con la produccién de

enzimas clave en la via de sintesis de osmolitos o solutos compatibles con el funcionamiento
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celular, sintesis de proteinas con funcion protectora, factores de transcripciébn y enzimas
antioxidantes, cuestion que ya se abordd en el acapite anterior.

2.2.2. Estrés hidrico en plantas in vitro

El estrés hidrico es un fendmeno que afecta a las plantas de manera natural en las condiciones
en las que se desarrolla (in vivo), pero también se puede inducir bajo condiciones controladas ya
sean ex Vvitro o in vitro.

Como consecuencia del aumento de la sequia, las temperaturas, y la salinizacion de los suelos
en las Ultimas décadas, desde hace varios afios se ha estado trabajando en la obtencion de
variedades y/o cultivares tolerantes a estos factores en plantas de interés agricola que son
sensibles al déficit de agua. En muchos de los estudios que persiguen este propdsito, antes de
probar la tolerancia de las plantas de interés en el campo, las pruebas se realizan en condiciones
de cultivo in vitro, en primer lugar porque se plantea que existe una correlacion entre las
respuestas de las plantas in vivo y a nivel celular (Mohamed et al. 2000), y en segundo lugar,
porque muchas de las técnicas empleadas para la obtencion de variedades y/o cultivares
tolerantes a la sequia tienen en comun el uso de la biotecnologia, que lleva implicito el cultivo in
vitro de células, tejidos y 6rganos. Ademas, este tipo de seleccion es menos costosa tanto desde
el punto de vista econdémico, como de esfuerzos humanos, y consume menor cantidad de tiempo
y material vegetal que las pruebas de seleccion realizadas en condiciones de campo (Deikman

et al., 2012).

Bidabadi et al. (2011), plantean que la seleccion in vitro para la tolerancia al estrés hidrico ha
sido empleada en numerosos cultivos o plantas de interés agricola como arroz (Oriza sativa L.),
papa (Solaun tuberosun L.), alfalfa (Medicago sativa L.), almendras (Prunus amygdalus L) y
platanos y bananos. (Musa spp.)

Todos estos estudios tienen en comun el empleo de un agente selectivo adicionado a los medios

de cultivo en los cuales crecen las plantas in vitro. Si las plantas son capaces de resistir
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favorablemente la presion de seleccion ejercida por el agente empleado, lo cual se determina por
la evaluacion de variables morfoldgicas, fisiolégicas y bioquimicas indicadoras de estrés,
entonces se puede concluir que son tolerantes al factor evaluado.

2.2.2.1. Agentes inductores del estrés hidrico in vitro

Para inducir el estrés hidrico en condiciones in vitro han sido empleados varios agentes
denominados “osmoestresantes”. Todos ellos presentan como caracteristica coman que al ser
incorporados a los medios de cultivo provocan un descenso en el potencial hidrico de estos,
como consecuencia el potencial de solutos se hace mas negativo, y esto deviene en una mayor
dificultad por parte de la planta para absorber agua, ocasionando el déficit hidrico en la misma.
(Rai et al., 2010)

Como agente inductor de estrés hidrico por salinidad, y para seleccionar plantas tolerantes a este
factor en la fase de cultivo in vitro, el Cloruro de sodio (NaCl) es usualmente el mas utilizado; en
cambio, para la seleccion in vitro de plantas tolerantes al déficit hidrico provocado por sequia son
empleados varios agentes: PEG, manitol, sorbitol y sacarosa. De ellos el PEG es el més utilizado
en la mayoria de los casos ya que aquellos que presentan un peso molecular elevado son solutos
no penetrantes a las células vegetales (Ravi et al., 2011), de todos los PEGs empleados con
estos fines, el que mas se encuentra referenciado en la literatura cientifica es el PEG-6000.

Las concentraciones de PEG utilizadas para la seleccion a la sequia en condiciones de
laboratorio estan en dependencia del peso molecular de esta sustancia, del medio en el que se
utilice y del cultivo o la especie en la cual se trabaje. Asi por ejemplo, Tai et al. (2011), para la
seleccion in vitro de plantas de maiz tolerantes a la sequia emplearon PEG-6000 a una
concentracion de 160 g I'* en solucién de nutrientes Hogland; una concentracién un poco menor
(150 g I'Y) fue usada por Parkhi et al. (2009) con el mismo propdsito en N. tabacum L. sin embargo
en otros cultivos como platanos y bananos las concentraciones empleadas son mucho menores,

cuestion que serd analizada posteriormente.
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3.3. Relacion de los platanos y bananos con el estrés hidrico

Los platanos y bananos al ser cultivos que se desarrollan en las regiones tropicales vy
subtropicales son sensibles al déficit hidrico, ya sea inducido por sequia o salinidad (Robinson,
1996). Segun Van Asten et al. (2011), estos cultivos necesitan por lo menos 25 mm de agua por
semana, y para mantener una productividad optima requieren de precipitaciones anuales de
2000-2500 mm uniformemente distribuidas a lo largo del afio, cuando las condiciones de riego
son limitadas la sequia para ellos constituye una de las principales causas de las pérdidas en los
rendimientos agricolas.

Aunque son cultivos a los cuales les afecta la escasez de agua, los cultivares con genoma "B"
son mas tolerantes a este tipo de estrés abidtico que aquellos en los que su genoma se basa
solamente en el genotipo "A". En particular, los cultivares de platanos con genomas "ABB" son
mas tolerantes a la sequia y otros estreses abibticos que otros cultivares con otros genotipos

(Ravi et al., 2013).

3.3.1. Mejoramiento genético de platanos y bananos para lograr tolerancia a estrés hidrico

Debido a la importancia que representan estos cultivos a nivel mundial como fuente de
alimentacion, desde hace varios afios se ha estado trabajando en la obtencién de genotipos

tolerantes a factores abidticos en particular la salinidad y la sequia.

Para contar con plantas tolerantes a un caracter en particular en otros cultivos se recurre a las
técnicas de fitomejoramiento clasico que permiten la obtenciébn de nuevas variedades o
cultivares, a partir de cruzamientos entre plantas con caracteres deseados y la posterior

seleccion de las progenies en campo.

Los platanos y bananos que poseen valor comercial son generalmente cultivos estériles,
poliploides y se propagan vegetativamente (Ravi et al., 2013). Segun este autor hay cultivares

entre los cuales, para la obtencion de plantas tolerantes al déficit hidrico, pueden ser usadas las

14



Revision bibliografica

técnicas de fitomejoramiento, sin embargo desarrollarlas resulta complicado y demora periodos
de tiempo muy largos por las caracteristicas fenolégicas de estos cultivos. En su lugar, se recurre
a técnicas biotecnoldgicas que resuelven esta limitante y ademas permiten la obtencién de
plantas en un menor tiempo que por las vias tradicionales. Otra ventaja es la posibilidad de la
seleccion in vitro antes de evaluar las plantas en condiciones de campo, cuestion que ya fue

tratada en el acapite 2.2.1.1.: “Estrés hidrico en plantas in vitro”, del presente capitulo.

Entre las herramientas biotecnoldgicas a las cuales se ha recurrido con el objetivo de obtener
plantas de platanos y bananos que toleren condiciones de escasez de agua, estan la induccion
de mutaciones con agentes quimicos y la transformacion genética. Sobre la primera, en la
literatura consultada solo se ha encontrado un estudio (Bidabadi et al., 2011); estos autores
usaron como agente mutagénico el etil metano sulfonato (EMS) en meristemos apicales de los
cultivares de banano ‘Berangan Intan’ y ‘Berangan’ ambos del grupo AAA. En este caso las
lineas de plantas obtenidas por este método mostraron una mayor capacidad para resistir el
estrés al que fueron impuestas en condiciones in vitro con PEG-6000, corroborado a través de la

evaluacion de variables morfoldgicas, fisiolégicas y moleculares indicadoras de estrés.

Ademas de este trabajo, los demas que se han encontrado utilizan como via para el mismo
proposito la transformacion genética, basado en una de las ventajas de esta técnica que es la

introduccion en las plantas de genes que presentan una funcion conocida.

3.3.1.1. Transformacion genética de platanos y bananos para la obtencién de genotipos

tolerantes a estrés hidrico

Varios son los estudios en los cuales se han transformado genéticamente diferentes cultivares
de platanos y bananos con el objetivo de obtener plantas que toleren condiciones de sequia y

también de salinidad.
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3.3.1.1.1. Genes empleados y cultivares transformados

En diferentes cultivos de interés agricola se han usado genes responsables de la induccion de
procesos celulares que permiten a las plantas tolerar el déficit hidrico a través de la expresion de
proteinas que actlan directamente en el ajuste osmatico de las células ante el estrés. También
a través de la expresion de enzimas de rutas metabdlicas relacionadas con la sintesis de
compuestos osmoprotectores o en diferentes procesos morfogéneticos. Por ejemplo, Uga et al.
(2013) transformaron plantas de arroz con el gen deeper rooting 1 de este mismo cultivo, envuelto
en la elongacién celular de las raices. Mediante este método los autores referidos obtuvieron
plantas transgénicas de arroz con raices mas largas que las no transformadas y toleraron
condiciones de estrés hidrico en campo, por tener la capacidad de absorber agua en capas mas

profundas del suelo.

Por otro lado Annon et al. (2014) obtuvieron plantas de zanahoria (Daucus carota L.) tolerantes
a la sequia a través de la expresion del gen de una proteina incluida dentro del grupo de las
osmotinas. El papel de estas proteinas fue informado por primera vez por Sing et al. (1989), a
partir de su descubrimiento en suspensiones celulares de tabaco sometidas a estrés salino con
NaCl. Entre las funciones de las osmotinas esta participar en el ajuste osmaético de las células
sometidas a condiciones de déficit hidrico. Ademés, desempefian un importante papel en la
resistencia contra enfermedades flngicas (Abad et al., 1996), por eso se les incluye en la Clase

5 de las proteinas relacionadas con la patogenicidad (PR, del inglés pathogenesis-related).

En platanos y bananos los genotipos tolerantes al estrés hidrico que se han obtenido a través de
la transformacion genética, han resultado de la introduccion en varios cultivares de genes que
codifican para proteinas que como las osmotinas tienen la funcion de osmoregular las células
(acuaporinas); también mediante la expresion de otras proteinas que permiten combatir el estrés
oxidativo generado por un déficit de agua (dehidrinas y enzimas que detoxifican las células de

los radicales libres). Por ejemplo, Shekhawat et al. (2011) transformaron plantas de platano cv.
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‘Rasthali’ con el gen MusaDNH-1 que codifica para una dehidrina y al realizar las evaluaciones
a estas plantas en condiciones in vitro observaron que podian tolerar el estrés, a diferencia de
las plantas no transformadas; esto se pudo corroborar por la presencia de mayores contenidos
relativos de agua, y resultar menos dafiadas por el estrés oxidativo. Por otra parte, Sreedharan
et al. (2013) transformaron plantas de platano, también del cultivar ‘Rasthali’, con el gen
MusaPIP1;2 de banano cv. Karibale Monthan (Musa ABB), este gen codifica para una proteina
de tipo acuaporina. Las plantas transgénicas en este caso mostraron mayor tolerancia que las

no transformadas a estrés por calor, sequia y salinidad.

Por otra parte Rustagi et al. (2014), transformaron plantas del cultivar de banano ‘Matti’ (Musa
AA) con el gen AhSIPR10 de mani (Arachis hypogaea L.) que codifica para una proteina PR y
las plantas transformadas mostraron tolerancia también a condiciones de sequia en la fase de

cultivo in vitro.

Shekhawat et al. (2013) obtuvieron de igual manera en el cultivar de platano ‘Rasthali’ plantas
transgénicas tolerantes a factores abiéticos como el calor, la sequia y la salinidad a través de la
expresion en ellas del gen MusabZIP53 de M. balbisiana, el cual codifica para un factor de

transcripcion (bZIP) de rutas metabdlicas relacionadas con la respuesta al estrés abidtico.

A pesar de que la transformacién genética de platanos y bananos con el objetivo de lograr
tolerancia a factores abiéticos ha sido realizada en varios cultivares, hasta el momento no se han
encontrado referencias sobre el empleo de esta técnica en cultivares del subgrupo Cavendish
(genotipo AAA). En este subgrupo se incluyen los bananos que poseen mayor valor comercial a
nivel mundial, siendo uno de ellos el cultivar ‘Grande naine’ (ProMusa, 2014), en el cual tampoco

se han encontrado estudios referidos al tema.

3.3.2. Seleccion in vitro de platanos y bananos con tolerancia al estrés hidrico

Como ya ha sido mencionado en el acapite 2.2.1.1.: “Estés hidrico en plantas in vitro”, esta
seleccion ofrece grandes ventajas comparada con la que se realiza en el campo. En platanos y
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bananos, este método representa una gran importancia por las caracteristicas reproductivas de
estos cultivos abordadas también con anterioridad.

La seleccion in vitro de platanos y bananos tolerantes al estrés hidrico, como en otros cultivos,
tiene la caracteristica de ser realizada con el uso de agentes osmoestresantes. En este sentido
han sido empleado el manitol (Shekhawat et al., 2013; Rustagi et al., 2014) y con mayor
frecuencia el PEG. Las concentraciones de este ultimo, usadas para la seleccién, varian en
dependencia de su peso molecular y de las caracteristicas del cultivar con el cual se trabaje en
relacion al déficit hidrico. En comparacién con otros cultivos mencionados, en platanos y banano
las concentraciones de PEG comunmente empleadas no son muy elevadas, por ejemplo
Bidabadi et al. (2011) utilizaron 30 g I* de PEG-6000 en los cultivares ‘Berangan Intan’ y
‘Berangan’. Shekhawat et al. (2011) por su parte, usaron 20 y 50 g I'* del mismo osmoestresante
en el cultivar ‘Rasthali’, pero en este caso el PEG usado fue de un mayor peso molecular (8000).
En el cultivar de banano ‘Grande naine’, Moreno-Bermudez et al. (2014) con una concentracion
de PEG-6000 de 30 g I'%, lograron determinar variables morfolégicas, fisiolégicas y bioquimicas
que se afectaban como consecuencia del estrés, en las plantas sometidas al mismo en

comparacion con las crecidas en condiciones normales.

3.4. Indicadores de tolerancia al estrés hidrico

Los indicadores que se utilizan para detectar en las plantas tolerancia o resistencia a estrés de
tipo abidtico y bibtico respectivamente, estan determinados por el conocimiento que existe sobre
los procesos fisioldgicos y bioquimicos que rigen el crecimiento y desarrollo de estos organismos,
y que se ven afectados por estos tipos de estrés. Por ejemplo, si se conoce que con el estrés
hidrico se afectan la absorcion de agua, la fotosintesis, y la integridad de las membranas
celulares; la determinacion del contenido de agua en los tejidos, de moléculas relacionadas con
el mecanismo fotosintético, y moléculas relacionadas con los dafios a las membranas celulares

respectivamente, constituyen indicadores de tolerancia de una planta ante una situacion de
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déficit de hidrico. Como ya se ha explicado en acapites anteriores, las plantas sometidas a estrés
por sequia reaccionan modificando su morfologia, fisiologia y las reacciones bioquimicas que
ocurren a nivel celular. Teniendo en cuenta lo anterior las variables o indicadores que se evallan
en estudios de tolerancia este tipo de estrés se ubican tres grupos: morfoldgicas, fisiologicas y
bioguimicas.

3.4.1. Indicadores morfolégicos

La determinacion de indicadores morfolégicos esta dada fundamentalmente porque se conoce
que con el estrés hidrico se reduce el crecimiento y desarrollo de las plantas (Ehsanpour y
Razavizadeh, 2005), el tamafio y la expansion de las hojas (Kallarackal et al., 1990) y las raices
crecen mas profundo como mecanismo para absorber agua a mayores profundidades en el suelo
(Ravi et al., 2103). Teniendo en cuenta estas afectaciones que también constituyen mecanismos
de tolerancia a la sequia los indicadores morfolégicos mas comunmente empleados son: la altura
de las plantas (Husaini y Abdin, 2008; Parkhi et al., 2009; Baloglu et al., 2012; Vanhove et al.,
2012), el vigor y numero de brotes por explantes en el caso de las plantas in vitro (Bidabadi et
al., 2011; Bidabadi et al., 2012; Mahmood et al., 2012) y la longitud de las raices (Husaini y Abdin,
2008; Parkhi et al., 2009; Xu et al., 2014;).

3.4.2. Indicadores fisiolégicos

Los indicadores fisiologicos que se han evaluado en plantas para detectar tolerancia a la sequia
se basan fundamentalmente en procesos relacionados con la cantidad de agua presente en los
tejidos vegetales, y la produccién de biomasa, aunque también se determinan otros que se
relacionan con dafios a estructuras celulares.

3.4.2.1. Contenido relativo de agua (CRA) y pérdida de agua total (PAT)

El CRA es uno de los indicadores fisiologicos més empleados, segun Milburn et al. (1990) esta
variable es la proporcion de agua presente en tejidos vegetales en el momento de tomar la
muestra para su determinacion, con respecto a la que existe luego de que han sido totalmente
hidratados, expresado en porcentaje. El CRA da medida de la cantidad de agua méxima que son

19



Revision bibliografica

capaces de absorber los tejidos y ha sido empleado por varios autores (Mahmood et al., 2012;
Surendar et al., 2013; Sreedharan et al., 2013).

La PAT esta relacionada también con el estado hidrico de las plantas, da medida de la cantidad
de agua que pueden retener los tejidos vegetales, determinada a partir de la cantidad de agua
que son capaces de perder, y puede ser indicadora de procesos como la transpiracion
(Valentovic et al., 2006).

3.4.2.2. Pérdida de electroélitos y conductividad eléctrica de las membranas

Ambos indicadores se utilizan para medir los dafios que ocurren a las membranas celulares como
consecuencia del estrés oxidativo. Se basan en la determinacion por conductimetria de la
cantidad de iones presentes en una solucién, que inicialmente era agua desionizada, luego de
hacer flotar en ella fragmentos de tejido vegetal por una cantidad de tiempo determinado. Su
interpretacion se basa en que a mayor cantidad de iones presentes en la solucién, mayor dafio
pudo ocurrir en las membranas celulares de tos tejidos evaluados (Sreedharan et al., 2013). Se
ha usado para estimar este tipo de dafios en plantas de maiz (Zea mays L.) (Valentovic et al.,
2006), papa (Solanun tuberosun L.) (Ahmad et al., 2010), algodén (Gossypium hirsutum L.)
(Parkhi et al., 2009) y banano (Rustagi et al., 2014).

3.4.2.3. Masa fresca (MF) y masa seca (MS)

La MF constituye una medida del contenido de agua que puede tener una cantidad determinada
de tejido vegetal, 6rgano o planta completa, mientras que la MS solamente constituye la biomasa
producida por la planta, pues de ella se excluyen el agua y otros compuestos volatiles (Rodriguez
y Leihner, 2006). Estas variables han sido usadas en la deteccion de plantas tolerantes a la
sequia en cultivos como el arroz (Jacobs et al., 2011), papa (Ahmad et al., 2010) fresa (Fragaria
x ananassa Duch) (Husainiy Abdin, 2008) y platanos y bananos (Bidabadi et al., 2012, Mahmood

et al., 2012).
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3.4.3. Indicadores bioquimicos

3.4.3.1. Prolina

La prolina es sin dudas el indicador bioquimico mas ampliamente utilizado en la deteccion de
plantas tolerantes a estrés abidtico en general, cuando se realiza un andlisis de la literatura
cientifica referente al tema. Esto viene dado porque ante situaciones desfavorables de estrés
ocurre un incremento significativo de este aminoacido en las células vegetales. La prolina es un
compuesto organico altamente soluble que no posee carga a pH fisiolégico y que se almacena
en altas concentraciones dentro de las células sin ser tdéxico (Moreno et al., 2010). Tadeo y
Gomez-Cérdena (2008) consideran este aminoacido como un osmolito compatible con el
funcionamiento celular, y refieren que la funcién principal de este tipo de compuestos cuando las
plantas estan en presencia de un déficit hidrico es facilitar la retencion de agua en el citoplasma.
Ademas, a la prolina se le atribuyen otras funciones importantes que contribuyen a minimizar los
dafos provocados por el estrés hidrico, por ejemplo, mantener el potencial redox celular (Hare
etal., 1998), capturar ROS, y constituir una fuente de carbono y nitrégeno cuando las condiciones
hidricas regresan a la normalidad (Paleg et al., 2011). Algunos de los autores que han empleado
la determinacibn de este compuesto para determinar la tolerancia al estrés hidrico
especificamente en platanos y bananos son Mahmood et al. (2012), Sreedharan et al. (2013) y
Xu et al. (2014),

3.4.3.2. Clorofilas

Las clorofilas son una familia de pigmentos de estructura quimica comun: un anillo de porfirina
compuesto por un tetrapirrol con sustituyentes laterales y un atomo de Mg?* central, ademas de
una larga cadena llamada fitol. Existen varios tipos de clorofilas: a, b, ¢ y d, con diversas
longitudes de onda que les confieren propiedades de absorcion segun sus estructuras
moleculares (Demmig-Adams y Demmig-Adams, 1996). Los principales tipos de clorofilas son la

a Yy la b; la primera constituye el 75% de las clorofilas en plantas verdes y tienen como funcion
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capturar energia luminosa en el espectro rojo y violeta. Por su parte, la clorofila de tipo b es un
pigmento que tiene la propiedad de transferir la energia recibida a las clorofilas de tipo a, las
cuales finalmente convierten la energia luminosa en energia quimica (Arnon et al., 1949).

La clorofila puede detectarse facilmente gracias a su comportamiento frente a la luz, por lo que
medir épticamente su concentracidbn en una muestra de tejido vegetal permite indirectamente
estimar la actividad fotosintética. De esta manera la medicion de clorofila constituye un
importante instrumento de deteccion de dafios fisiolégicos ante situaciones de estrés celular.
Entre las afectaciones que causa el déficit hidrico en las plantas esta la pérdida de la capacidad
fotosintética, que ocurre por dafios a las membranas de los cloroplastos y como consecuencia
se afectan las estructuras de las moléculas de clorofilas.

La disminucion en la concentracion de clorofilas en condiciones de estrés hidrico se relaciona
también con un aumento de la actividad de la enzima clorofilasa, y como consecuencia se afectan
los procesos de biosintesis de estos pigmentos (Argentel et al., 2006).

Considerando lo anterior, la determinacién de clorofilas de manera general es también uno de
los indicadores bioguimicos més ampliamente utilizados al igual que la prolina en la seleccion de
plantas tolerantes al déficit hidrico. Las clorofilas han sido determinadas en este sentido en
plantas como Arabidopsis thaliana (L.) Heynh (Huang et al., 2012), papa (Ahmad et al., 2010) y
ademds en platanos y bananos (Rustagi et al., 2014; Surendar et al., 2013).

3.4.3.3. Peroxido de hidrégeno (H202)

Las células de las plantas son capaces de producir ROS especialmente el H202 de manera
constitutiva en cantidades significativas. Esta produccién esta asociada fundamentalmente a
compartimentos extracelulares (matriz extracelular) y es regulada por factores del desarrollo
como hormonas, luz y dafios mecanicos en la superficie de las plantas (Wojtaszek, 1997).

En respuesta al estrés osmatico inducido por sequia o altas concentraciones de sales se ha

observado la acumulacion de H202, producido a partir de la dismutacion del radical superéxido
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por la enzima Superdxido Dismutasa (SOD) (Asada et al., 1974). EI H202 en los cloroplastos es
eliminado por accion de las enzimas Peroxidasas que utilizan los fotorreductores producidos en
los tilacoides como donantes de electrones (Nakano y Asada, 1981). De esta manera, es poco
probable que ocurra la difusion de esta molécula desde los cloroplastos hasta los peroxisomas;
no obstante, ante una salida de un organulo a otro los niveles de H202 son reducidos por la
actividad de la enzima Catalasa (CAT).

El H202 esta relacionado con la modulacién de la expresion de varios genes, incluidos los que
codifican para enzimas antioxidantes (Neill et al., 2002). Entre las ROS, esta parece ser la que
desempafia el papel mas importante en la sefializacion de los cambios estresantes, debido a su
elevada estabilidad y largo tiempo de vida media en comparacion con las demas. Para que el
H202 funcione como molécula especificamente sefializadora, debe existir un mecanismo que
reconozca el incremento en los niveles de esta especie. En este sentido el H202 puede
interactuar con residuos de cisteina dentro de las proteinas. La modulacién redox de proteinas
podria potencialmente alterar la conformacion proteica y afectar la actividad de las mismas, y por
tanto dar inicio a subsecuentes respuestas celulares (Hung, et al., 2005).

Ante un estrés por sequia el H202 puede llegar a acumularse en las membranas liposomales,
pudiendo destruir este organulo y provocar la salida hacia el citosol de enzimas hidroliticas que
intensifican los procesos de hidrdlisis y autolisis de los tejidos. De esta manera, un exceso de
H202 en las células vegetales por encima de los niveles basales, provoca la acumulacién de
derivados tales como aldehidos lipidicos, cetonas y epoxidos, los cuales unidos a toxinas de
naturaleza no lipidica como las especies altamente reactivas de quinonas, causan la intoxicacion
general en las células (Green, 1966).

El aumento de H202 en las células de las plantas sometidas a estrés hidrico, ya sea como una
consecuencia del dafio a las biomoléculas, o por el efecto que tiene el mismo en la sefializacion
del estrés, es tomado en consideracion para que esta ROS constituya también uno de los
indicadores que mas se utiliza para determinar la tolerancia al estrés hidrico en las plantas. En
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este sentido también se ha realizado la determinacion de H20:2 en cultivares de platanos y
bananos sometidos a estrés hidrico (Bidabadi et al., 2011; Bidabadi et al., 2012; Mahmood et al.,

2012).

3.4.3.4. Malondialdehido (MDA)

El MDA es uno de tres dialdehidos de carbono altamente reactivos producido como un
subproducto de la peroxidacion de los &cidos grasos poliinsaturados (Janero et al.,, 1990),
fenbmeno conocido como peroxidacion lipidica, que es un mecanismo bien establecido de la
lesion celular tanto en las plantas como en los animales, y es un indicador de estrés oxidativo
muy utilizado.

El MDA puede estar combinado con varios grupos funcionales en moléculas como proteinas,
lipoproteinas, ARN y ADN (Sevilla et al., 1997).

La forma mas precisa de medir la peroxidacion lipidica es cuantificar directamente los productos
de hidroperoxido primario, sin embargo, estos son extremadamente dificiles de medir por su
labilidad y ademas requieren procedimientos largos (Janero, 1990). En consecuencia, aunque el
MDA es un producto final secundario del proceso mencionado, su determinacion se ha convertido
en la forma mas rapida de estimar el dafio a las membranas celulares como consecuencia del
estrés oxidativo. El método es sencillo, se basa en la reaccién con el acido tiobarbitlrico a
temperaturas elevadas (95-100°C) y la estimacion se realiza espectrofotométricamente. Este
indicador ha sido utilizado como criterio de tolerancia al estrés hidrico especificamente en
platanos y bananos por varios autores, algunos ejemplos son: Bidabadi et al. (2012), Mahmood

et al. (2012), Shekhawat et al. (2013), Sreedharan et al. (2013) y Rustagi et al. (2014).

3.4.3.5. Enzimas relacionadas con el estrés oxidativo

Otro de los indicadores bioquimicos cominmente empleados para la deteccion de plantas

tolerantes al estrés hidrico es la actividad de enzimas relacionadas con el estrés oxidativo.
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Moreno (2009) plantea que en condiciones de estés hidrico se sobreexpresan en las células las
enzimas antioxidantes que junto con compuestos no proteicos, detoxifican a las plantas de los
radicales libres. Esta cuestion asi como el papel de estas enzimas ya ha sido tratada en acépites
anteriores, algunas de ellas son: la SOD, la CAT, la Ascorbato Peroxidasa (APX), la Peroxidasa
(POD), la Glutation Reductasa (GR) y la Monodehidroascorbato Reductasa (MDAR). Este tipo
de indicadores ha sido usado también por varios autores, Chai et al. (2005) determinaron en
plantas in vitro de banano, cultivares ‘Berangan’ y ‘Mas’ sometidas a estrés hidrico con PEG la
actividad de de las CAT, APX, SOD y GR y notaron un incremento de sus actividades como
consecuencia del estrés. Por otra parte Baloglu et al. (2012) determinaron la actividad de las
CAT, APX, GR en dos cultivares de girasol (Heliantus annus L.) sometidas también a estrés por
sequia y observaron resultados similares a aquellos de los autores citados anteriormente. Ahmad
et al. (2010) obtuvieron plantas transgénicas de papa que sobreexpresaban genes de las
enzimas SOD y APX y comprobaron como en condiciones de estrés la actividad de estas enzimas
aumentaba con respecto a los controles no transformados, a diferencia de la actividad de las

CAT que no mostré un aumento tan elevado como el de las otras dos.
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3. MATERIALES Y METODOS

Procedimientos Generales
Material vegetal

Se emplearon plantas transgénicas in vitro del cultivar de banano Grande naine’ (Musa AAA)
altamente susceptible al déficit hidrico. Ademas, se emplearon plantas in vitro no transformadas
de los cultivares de platano ‘Pelipita’ y ‘Manzano’ con genotipos ABB y AAB respectivamente
como controles tolerantes al déficit hidrico segin Ravi el al. (2013), caracteristica que se les

atribuye por presentar en su genoma la contribucion de la especie M. balbisiana.

Las plantas in vitro de cada cultivar se encontraban en fase de multiplicacién entre el tercer y el
quinto subcultivo, propagadas via organogénesis segun el protocolo propuesto por Orellana
(1998). Se seleccionaron plantas con tres 0 mas hojas completamente expandidas (Figura 1A)
las cuales fueron cortadas por su parte superior aproximadamente a 1,0 cm de longitud medido
desde la base. También se eliminaron del pseudotallo las capas de hojas mas externas hasta
obtener un explante inicial de aproximadamente 0,5 cm de diametro y 1,0 cm de altura; luego

fueron sembrados seis explantes por cada frasco de cultivo. (Figura 1B).

Figura 1. Plantain vitro de Musa spp. en medio de cultivo con PEG-6000 para la evaluacion de la tolerancia
a estrés hidrico. (A) Planta in vitro seleccionada para el experimento. (B) Aspecto inicial de los brotes in
vitro en el medio de cultivo selectivo.

Procedencia de las lineas transgénicas

Se evaluaron dos lineas transgénicas (L-4 y L-57) transformadas con el gen ap24 de N.
tabacum, y que codifica para una proteina de tipo osmotina (AP24) perteneciente a la Clase 5

del grupo de las proteinas relacionadas con la patogenicidad. Las plantas fueron obtenidas
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mediante la transformacion de suspensiones celulares embriogénicas mediada por
Agrobacterium tumefaciens cepa EHA105 con el vector pAthsp-AP24. Este vector contiene entre
dos sitios loxP orientados directamente, el casete de expresion del gen marcador de seleccion
pNos-hpt-tNos y el gen de la recombinasa (cre) guiado por el promotor inducible a golpe térmico
pHSP18.2 de A. thaliana. Fuera de los sitios loxP se ubico el casete de expresion del gen que
codifica para la osmotina AP24 (Chong-Pérez, 2012). La presencia, patron de integracion y
expresion de transcriptos de este gen fueron corroborados mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chain Reaction), hibridacién por Southern blot y RT-

PCR, respectivamente (Chong-Pérez, 2012).
Medios de cultivo

Se utilizé un medio de cultivo semisélido de multiplicacién, compuesto por: sales MS (4,3 g I%)
(Murashige y Skoog, 1962) (Duchefa), tiamina 1,0 mg I, 6-bencilaminopurina (6-BAP) 4,0 mg I
1, acido indolacético (AlA) 5,0 mg I'Y, mio-inositol 100 mg I%, &cido citrico 50 mg I, sacarosa 30
g IY, Gelrite (Duchefa) 2,8 g I'* y como agente inductor del estrés hidrico PEG-6000 a una
concentracion de 30 g I}, seleccionada a partir de resultados de experimentos preliminares. El
pH del medio de cultivo fue ajustado a 5,8 con NaOH 0,1 My HCI 0,1 M, y se dosificé en frascos
de vidrio con capacidad total de 250 ml (30 ml por cada frasco). Posteriormente los frascos fueron
esterilizados en autoclave a 121°C y 1,2 kg cm de presién durante 20 min segun la informacion

técnica de la firma Sigma Co. (Zhu, 2002).
Condiciones de trabajo

El instrumental para el manejo de las plantas (pinzas y bisturies) se esterilizé en un esterilizador
de bolas de vidrio a 280°C. Los platos metélicos sobre los cuales se efectud el proceso de corte
de las plantas se esterilizaron a 180°C en estufa durante 2 h. La siembra de las plantas se realiz

bajo condiciones de esterilidad en una camara de flujo laminar vertical.
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Condiciones de cultivo

Los frascos de cultivo con los brotes fueron colocados en una cAmara de crecimiento de luz solar
con una intensidad de Flujo de Fotones Fotosintéticos entre 70-85 pmol m? s a una temperatura
de 27+2°C. Las plantas se mantuvieron en estas condiciones durante 30 dias, tiempo al cual

fueron evaluados indicadores de estrés hidrico de tipo morfolégicos, fisioldgicos y bioquimicos.
Disefio experimental y procesamiento estadistico

Se tuvieron en cuenta dos tratamientos: plantas in vitro sometidas a estrés y plantas no sometidas
a estrés hidrico con PEG-6000. Para la determinacion de las variables morfoldgicas se evaluaron
40 plantas, para las fisiolégicas se evaluaron diez plantas excepto para la MF, la cual se
determiné a 40 plantas de cada cultivar para cada tratamiento respectivamente.

Para determinar las variables bioguimicas se emplearon ocho repeticiones por cada tratamiento
para cada cultivar respectivamente. Cada repeticion estuvo conformada por seis plantas in vitro
gue se pulverizaron juntas en nitrdgeno liquido y se almacenaron a -80°C, para posteriormente
tomar la cantidad necesaria para hacer las determinaciones; estas se realizaron por
espectrofotometria, con el uso de un espectrofotometro GENESYS 6 (Thermo Electronic
Corperation; Visionlite; Version 2,1).

Para el andlisis estadistico se emple6 el programa SPSS ver. 18,0 para Windows. Para el
procesamiento de los resultados se realizaron pruebas paramétricas y no paramétricas segun se
describe en cada experimento, con previa comprobacion de los supuestos de normalidad y
homogenidad de varianzas por las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene respectivamente. Para
cada analisis se fij6 un intervalo de confianza de un 95% (p <0,05). Las comparaciones para cada
variable se realizaron entre cultivares para un mismo tratamiento, y en un mismo cultivar para

ambos tratamientos.
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3.1. Determinacién de indicadores de estrés hidrico morfolégicos, fisiologicos y
bioquimicos
Con el objetivo de determinar la tolerancia in vitro de las plantas al déficit hidrico inducido con el

PEG-6000 se evaluaron variables morfologicas, fisiolégicas y bioquimicas indicadoras de estreés.
3.1.1. Indicadores morfolégicos (altura de la plantay numero de brotes por explante)

Se determiné el nUmero 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 insercién en el pseudotallo de la hoja
mas joven completamente expandida (Figura 2). Para el procesamiento estadistico de los
resultados se aplicaron en cada caso las pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis y Mann-

Whitney para p <0,05.

|
L

y

gy
h‘lhluhllllnln

k3

Figura 2. Medicién de la altura de plantas in vitro de banano a los 30 dias de cultivo en medio semisdlido
de multiplicacion.

3.1.2. Indicadores fisiolégicos
3.1.2.1. Masa fresca (MF) y masa seca (MS)

La MS (g) se obtuvo tras pesar las plantas inmediatamente después de extraerlas de los frascos
de cultivo. Para determinar la MS (g), las plantas se secaron en la estufa a 60°C y se pesaron

varias veces en el tiempo hasta mantener peso constante.

3.1.2.2. Contenido Relativo de Agua (CRA)

El CRA fue se determind segun Shekhawat et al. (2011). Para ello fue necesario obtener
primeramente la MF (g), luego la masa de la planta en estado de turgencia (MT) (g) y por altimo
la MS (g). Las variables MF y MS se determinaron de la manera descrita anteriormente mientras
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gue para obtener la MT, tras obtener la MF, las plantas se hicieron flotar en agua desionizada a
4°C durante toda la noche y luego fueron pesadas después de retirar el exceso de agua sobre

papel de filtro. Para el calculo se utilizo la siguiente ecuacion:

Para el procesamiento estadistico de los datos obtenidos para cada variable fisiologica se
aplicaron las pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis y Mann-Whitney respectivamente para

p <0,05.
3.1.3. Indicadores bioquimicos
3.1.3.1. Contenido de prolina

El contenido de prolina se determiné por el método de Bates et al. (1973) con modificaciones: a
100 mg de tejido vegetal previamente macerado en nitrégeno liquido se le adicionaron 2 ml de
acido sulfosalicilico al 3% (m/v) y se calent6é a 100°C durante 15 min. Posteriormente el
homogenizado se enfri6 en bafio de agua corriente y se centrifugé a 10 000 g por 2 min. Se
extrajeron 2 ml del sobrenadante y se adicionaron 2 ml de ninhidrina en medio &cido (0,1 561 g
de ninhidrina + 3,75 ml de &cido acético glacial + 2,5 ml de acido fosférico 3 M; (Moreno et al.,
2010) y 4cido acético glacial respectivamente. La mezcla anterior fue calentada a 100°C durante
45 min y luego se enfrié en hielo para terminar la reaccién. A continuacion, se le adicionaron 4
ml de tolueno, se agité vigorosamente durante 10 s en vortex y se dejo reposar durante 3 min
aproximadamente. Se extrajo la parte organica (fase superior) y se leyo6 la absorbancia de esta
a 520 nm, se utiliz6 como blanco el tolueno. El contenido de prolina se determiné por una curva
de calibracion previamente realizada con concentraciones conocidas de este aminoacido disuelto
en tolueno. Los datos se procesaron por las pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis y Mann-

Whitney para p <0,05.
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3.1.3.2. Contenido de clorofilas totales (a+b)

Para determinar el contenido de clorofila total se emple6 el protocolo descrito por Mahmood et
al. (2012) con las siguientes modificaciones: a 100 mg de tejido vegetal previamente macerado
en nitrégeno liquido, se le afiadieron 1,7 ml de acetona al 80% (v/v) en solucion tampon de fosfato
de sodio 2,5 mM (pH 7.8). Posteriormente la mezcla se agité en vortex durante 15 min y se
centrifugd a 4°C durante 15 min a 1 157 g. A continuacion se midié la absorbancia del
sobrenadante a 645 y 663 nm utilizando como blanco acetona al 80% en solucién tampén de
fosfato de sodio 2,5 mM (pH 7.8). Para el célculo se empled la siguiente ecuacion propuesta por

Porra et al. (1989):
[Chl a+b]=17.76 Ee46.6 +7.34 E663.6

El analisis estadistico de los datos obtenidos se efectud por las pruebas no paramétricas de
Kruskal-Wallis y Mann-Whitney para p <0,05.

3.1.3.3. Contenido de malondialdehido (MDA)

El contenido de MDA se determind segin Wang et al. (2009) como se describe a continuacion:
a 100 mg de tejido vegetal previamente macerado en nitrogeno liquido se le afiadieron 5 ml de
acido tiobarbitarico (TBA) al 0,6% (v/v) en &cido tricloroacético (TCA) al 10% (m/v) y se dejo
reposar durante 5 min. Luego se calent6 la mezcla a 100°C por 15 min, se enfrié en hielo por 5
min y se centrifugé inmediatamente a 1 500 g durante 10 min a 4°C. La absorbancia del
sobrenadante fue medida a 450, 532 y 600 nm utilizando como blanco TCA al 10%. Para calcular

la concentracion de MDA se emple0 la siguiente ecuacion:
Equivalentes de MDA (nmol g MF1)= 6.45 (ODs32 - ODe00) - 0.56 (OD450) x 1000

Para el andlisis estadistico de los datos se realiz6 la prueba paramétrica de Tukey para p <0,05.
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3.1.3.4. Contenido de perdxido de hidrégeno (H20>)

El contenido de H»O; se determin6 segun lo descrito por Mahmood et al. (2012). A 200 mg de
tejido vegetal previamente macerado en nitrégeno liquido se le adicion6 1 ml de TCA al 0,1%
(m/v) y luego se centrifugd a 12 000 g por 15 min. Se tomaron 0.5 ml del sobrenadante y se le
adicionaron 0,5 ml de solucion amortiguadora de fosfato de potasio 10 mM (pH 7,0) y 1 ml de
yoduro de potasio 1 M disuelto en agua bidestilada. Inmediatamente se leyé la absorbancia a
390 nm utilizando como blanco TCA al 0,1% (m/v). El contenido de H.O, se determiné por una
curva de calibracion previamente realizada con concentraciones conocidas de este compuesto.
Para el procesamiento estadistico de los datos obtenidos se realiz6 la prueba paramétrica de

Tukey para p <0,05.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinacién de indicadores de estrés hidrico morfologicos, fisioldégicos y
bioquimicos

4.1.1. Indicadores morfolégicos (Altura de la planta y numero de brotes por explante)

Se observd una disminucion en la altura de las plantas sometidas a estrés hidrico con PEG-6000
en todos los casos cuando se comparan con las plantas no sometidas a estrés. Estas diferencias

comenzaron a notarse a partir de los 15 dias de cultivo, y fueron significativas al finalizar el

experimento a los 30 dias (Figuras 3y 4).

Figura 3. Plantas in vitro de diferentes cultivares de Musa spp. no sometidas y sometidas a estrés
hidrico inducido con Polietilenglicol 6000 a los 30 dias de cultivo. Pel y Mz: cultivares de platano
‘Pelipita’ (Musa ABB) y ‘Manzano’ (Musa AAB) respectivamente, GE (C): cultivar de banano ‘Grande
naine’ (Musa AAA) (plantas controles no transformadas), GE (L-4) y GE (L-57): Lineas transgénicas del
cultivar ‘Grande naine’ transformadas con el gen de osmotina ap24.
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Cuando se comparan solamente las plantas sometidas a estrés se observé una mayor
disminucion de la altura en las plantas de las lineas transgénicas del cultivar ‘Grande naine’
transformadas con el gen ap24 (L-4 y L-57), la cual fue significativa con la que ocurrié en las

plantas del mismo tratamiento de los cultivares ‘Pelipita’, ‘Manzano’ y ‘Grande naine’ no

transformadas (Figura 4).
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Figura 4. Altura de plantas in vitro de diferentes cultivares de Musa spp., sometidos y no sometidos
(tratamientos) a estrés hidrico inducido con Polietilenglicol 6000 a los 30 dias de cultivo. Pel y Mz: cultivares
de platano ‘Pelipita’ (Musa ABB) y ‘Manzano’ (Musa AAB), GE: cultivar de banano ‘Grande naine’ (Musa
AAA), GE L-4 y GE L-57: Lineas transgénicas del cultivar ‘Grande naine’ transformadas con el gen de
osmotina ap24. Letras mayusculas no comunes sobre barras, indican diferencias significativas entre
cultivares para un mismo tratamiento por prueba de Kruskal-Wallis/Mann-Whitney para p <0,05; letras
mindsculas no comunes indican diferencias significativas entre ambos tratamientos para un mismo cultivar
segun prueba de Mann-Whitney para p <0,05.

El nimero de brotes por explante también se vio afectado por el estrés (Figuras 4 y 5). Sin
embargo la disminucion de este indicador no fue estadisticamente significativa para el cultivar
‘Pelipita’ ni para las plantas controles no transformadas del cultivar ‘Grande Naine’, cuando se
comparan plantas de ambos tratamientos en cada uno de estos cultivares (Figura 5). En cambio,
en las lineas transgénicas y en el cultivar ‘Manzano’ si se observaron diferencias

estadisticamente significativas al realizar la misma comparacion (Figura 5).
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Cuando se comparan solamente las plantas sometidas a estrés, no se observaron diferencias
estadisticas significativas en cuanto a la reduccién del nUmero de brotes entre las plantas del
cultivar ‘Grande Naine’ transformadas y no transformadas, y si, entre todas estas y las de los
cultivares ‘Manzano’ y ‘Pelipita’, respectivamente. A su vez se observaron diferencias
estadisticas significativas entre estos dos ultimos cultivares correspondiendo la mayor reduccion

al ‘Manzano' y la menor al ‘Pelipita’.
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Figura 5. NUumero de brotes por explante de plantas in vitro de diferentes cultivares de Musa spp.,
sometidos y no sometidos (tratamientos) a estrés hidrico inducido con Polietilenglicol 6000 a los 30 dias
de cultivo. Pel y Mz: cultivares de platano ‘Pelipita’ (Musa ABB) y ‘Manzano’ (Musa AAB), GE: cultivar de
banano ‘Grande naine’ (Musa AAA), GE L-4 y GE L-57: Lineas transgénicas del cultivar ‘Grande naine’
transformadas con el gen de osmotina ap24. Letras mayusculas no comunes sobre barras, indican
diferencias significativas entre cultivares para un mismo tratamiento por prueba de Kruskal-Wallis/Mann-
Whitney para p <0,05; letras mindsculas no comunes indican diferencias significativas entre ambos
tratamientos para un mismo cultivar segun prueba de Mann-Whitney para p <0,05.

Los resultados del presente estudio apoyan lo informado por Jaleel et al. (2009) quienes plantean
gue el crecimiento de las plantas de manera general es uno de los procesos que se ven
afectados por el estrés abiotico. Por otro lado, Surendar et al. (2013) refieren que la altura de la
planta es un importante indicador morfoldgico relacionado con el crecimiento y desarrollo de los
cultivos, procesos que envuelven a su vez el crecimiento y desarrollo celular; estos ultimos

consisten en la division, alargamiento y diferenciacién de las células, y son muy sensibles al
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déficit hidrico por su dependencia con el grado de turgencia de las mismas (Wareing y Phillips,
1970).

Una disminucion en diferentes caracteres morfolégicos de plantas de platanos y bananos
sometidas a estrés hidrico, también ha sido sefialada por otros autores, por ejemplo, Bidabadi et
al. (2012) y Mahmood et al. (2012) observaron una reduccion en la altura y la brotacién de plantas
in vitro de banano cv. ‘Berangan’, sometidas a estrés hidrico con PEG-6000 a una concentracion
de30glt

En cultivares de platano con genotipo balbisiana (B) considerado como tolerante (Ravi et al.,
2013), también se han realizado estudios, en los cuales se ha observado como se afectan
diferentes caracteres morfologicos en aquellas plantas sometidas al estrés. Mohd et al. (2004)
detectaron una disminucion en la altura de la planta y en la longitud y el nimero de hojas en el
cultivar ‘Pisang mas’ (Musa ABB) sometido a estrés en condiciones de campo. También Surendar
et al. (2013) experimentaron una reduccién de la altura de la planta en los cultivares ‘Ney Povan’
(Musa AB), ‘Poovan’ (Musa AAB), ‘Karpuravalli’ (Musa ABB) y ‘Saba’ (Musa ABB), sometidos a
estrés en campo, en este caso la disminucion fue menor comparada con la que ocurrié en plantas
de banano con genotipo acuminata (A) bajo las mismas condiciones. Estos ultimos resultados,
aunque no corresponden a condiciones in vitro se asemejan a los obtenidos en el presente
estudio.

En otros cultivos también ha sido observada una reduccion en indicadores morfologicos
evaluados en plantas sometidas a estrés. Parkhi et al. (2009) transformaron plantas de algodon
(Gossypium hirsutum L.) con un gen que codifica para una osmotina y observaron una
disminucion en la longitud del tallo tanto en las plantas transformadas como en las no
transformadas, sin embargo la reduccion en las transgénicas fue menor que en sus controles no
transformados. Estos resultados no coinciden con los del presente estudio, en el cual la
disminucion en la altura ocurri6 en todos los casos sin diferencias significativas entre los
cultivares.
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La afectacion que experimentaron las plantas de las lineas transgénicas sometidas a estrés en
los caracteres morfolégicos evaluados, no indica hecesariamente que estas no sean capaces de
tolerar las condiciones impuestas; si se tiene en cuenta que también estos caracteres se
afectaron tanto en las plantas no transformadas del mismo cultivar ‘Grande Naine’, como en las
plantas de los demas cultivares considerados como tolerantes.

Se plantea por Valladares et al. (2004), que como consecuencia del estrés hidrico las plantas
pueden emitir varias respuestas, entre ellas evitarlo o tolerarlo. Estas respuestas conllevan una
limitacion del crecimiento, la evitacion por una parte constituye una estrategia para el ahorro de
agua, y por otra parte la tolerancia es una estrategia, bien para evitar la deshidratacion a través
del ajuste osmotico, o bien para tolerarla a través de los sistemas antioxidantes, reparadores, o
mediante la sintesis de solutos compatibles.

Teniendo en cuenta la explicacion anterior, siaumentan en la planta los solutos compatibles, con
una disminucion en la altura y el niumero de brotes, se estaria poniendo de manifiesto la
estrategia de tolerancia sugerida por Valladares et al. (2004).

Por otro lado, Patel et al. (2002) refieren que el estrés provoca una disminucion en la sintesis de
proteinas. Al disminuir este proceso celular ocurre también una disminucién del crecimiento, los
aminoacidos en estas condiciones son convertidos a glutamato, el cual luego se convierte en
prolina, y la prolina est4 considerada como un soluto compatible al que se le atribuyen varias
funciones celulares cuyo objetivo fundamental es proteger a las plantas contra el estrés osmotico
(Rai et al., 2010).

La afectacion en los parametros morfolégicos ha sido usada por algunos de los autores que se
citan como criterio de seleccion de plantas in vitro tolerantes al estrés hidrico, sin embargo los
resultados presentados en este acapite sugieren que por si solos no deben ser empleados; a
menos que se analice una relaciéon de estos indicadores con otras variables que permita concluir

que la disminucion que se observo constituye una estrategia para tolerar el estrés.
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4.1.2. Indicadores fisioldgicos
4.1.2.1. Masa fresca (MF) y masa seca (MS)

La MF disminuyo significativamente en todos los casos excepto para el cultivar ‘Pelipita’ en las
plantas tratadas con PEG-6000 en comparacion con las no tratadas. La mayor disminucion se
observo en el cultivar ‘Manzano’ y en ambas lineas transgénicas del cultivar ‘Grande naine’
(Figura 6).

Al comparar solamente plantas sometidas a estrés, en la figura 6 también se puede observar
como los mayores valores de MF se obtuvieron en el cultivar ‘Pelipita’ y en las plantas controles
no transformadas del ‘Grande naine’ sin diferencias significativas entre ellas. Le siguieron en
orden descendente las plantas de las lineas transformadas de ‘Grande naine’, sin diferencias
significativas entre ellas ni con las no transformadas del mismo cultivar; y si con las del cultivar
‘Pelipita’ respectivamente. Las plantas que menor MF tuvieron fueron las sometidas a estrés del

cultivar ‘Manzano’ con diferencias significativas con el resto.

La MS disminuy6 significativamente solo para las plantas controles no transformadas del cultivar

‘Grande naine’, y para las de la linea transgénica L-57 de este mismo cultivar (Figura 7).

Al realizar la comparacion entre plantas tratadas con PEG-6000 solamente, en la figura 7 también
se puede observar que las que mayor MS acumularon fueron las del cultivar ‘Manzano’, la linea
L-4 del cultivar ‘Grande naine’ sin diferencias significativas entre ellas. Esta Gltima no mostrd
diferencias significativas con las de los cultivares ‘Pelipita’ y ‘Grande naine’ (plantas controles no

transformadas y plantas de la linea L-57).

La MF y la MS han sido empleadas como variables fisiolégicas indicadoras de estrés por varios
autores (Yin et al., 2005; Parkhi et al., 2009; Mahmood et al., 2012). La primera constituye la

cantidad de biomasa que tiene una planta o una parte de esta, conjuntamente con el agua que
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Figura 6. Masa fresca de plantas in vitro de diferentes cultivares de Musa spp., sometidos y no sometidos
(tratamientos) a estrés hidrico inducido con Polietilenglicol 6000 a los 30 dias de cultivo. Pel y Mz: cultivares
de platano ‘Pelipita’ (Musa ABB) y ‘Manzano’ (Musa AAB), GE: cultivar de banano ‘Grande naine’ (Musa
AAA), GE L-4 y GE L-57: Lineas transgénicas del cultivar ‘Grande naine’ transformadas con el gen de
osmotina ap24. Letras mayulsculas no comunes sobre barras, indican diferencias significativas entre
cultivares para un mismo tratamiento por prueba de Kruskal-Wallis/Mann-Whitney para p <0,05; letras
mindsculas no comunes indican diferencias significativas entre ambos tratamientos para un mismo cultivar
segun prueba de Mann-Whitney para p <0,05.
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Figura 7. Masa seca de plantas in vitro de diferentes cultivares de Musa spp., sometidos y no sometidos
(tratamientos) a estrés hidrico inducido con Polietilenglicol 6000 a los 30 dias de cultivo. Pel y Mz: cultivares
de platano ‘Pelipita’ (Musa ABB) y ‘Manzano’ (Musa AAB), GE: cultivar de banano ‘Grande naine’ (Musa
AAA), GE L-4 y GE L-57: Lineas transgénicas del cultivar ‘Grande naine’ transformadas con el gen de
osmotina ap24. Letras mayusculas no comunes sobre barras, indican diferencias significativas entre
cultivares para un mismo tratamiento por prueba de Kruskal-Wallis/Mann-Whitney para p <0,05; letras
mindsculas no comunes indican diferencias significativas entre ambos tratamientos para un mismo cultivar
segun prueba de Mann-Whitney para p <0,05.
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dicha cantidad de biomasa es capaz de retener bajo unas condiciones dadas,
independientemente de que sus células estén o no en un estado de maxima hidratacion o
turgencia. La MS por su parte es solamente la cantidad de biomasa de un tejido, 6rgano o planta
completa independiente de la cantidad agua que contengan las células que lo(a) componen.
Segun Rodriguez y Leihner (2006), esta variable se incrementa a medida que las plantas crecen;

sin embargo una vez que la planta muere la MS que fue capaz de acumular es constante.

Ambas variables pueden ser indicadores fisiolégicos de un déficit hidrico porque dependen de
procesos fisioldgicos y celulares que se ven afectados por el estrés osmético en las plantas. La
MS al constituir solamente la biomasa, depende, semejante a las variables morfologicas, de la
sintesis de proteinas y de otros componentes estructurales que constituyen en su conjunto la
célula, y ademas de la division y del alargamiento de las mismas, procesos que como se explico
en el subacépite referido a la altura y al nimero de brotes son dependientes del agua y del grado
de turgencia celular. También la MF depende de los procesos de los cuales la masa seca es
dependiente, pero teniendo en cuenta que en ella esta incorporada la cantidad de agua que
presenta una planta, un tejido o un érgano en particular, pues también esta influenciada por otros
pocesos fisiolégicos como la absorcion de agua, la retencién de la misma los tejidos, y la

transpiracion.

En el presente estudio ambas variables se vieron afectadas por el estrés indistintamente para
algunos cultivares excepto para el ‘Pelipita’, en el cual ninguna de las dos se modificé de manera
significativa cuando se comparan plantas con estrés y sin estrés (Figuras 6 y 7). Este resultado
para este cultivar en particular sugiere que las plantas tratadas con PEG-6000 fueron capaces
de tolerar el estrés a la concentracion utilizada de este agente osmoestrsante, demostrando
ademds que los procesos fisiolégicos o celulares de los cuales dependen estos indicadores no

se afectaron.
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En cambio, la disminucion significativa de la MF en las plantas sometidas a estrés del resto de
los cultivares, comparadas con sus respectivos controles no sometidos a estrés (Figura 6), indica
qgue en estos casos el PEG-6000 si afecté tanto la produccion de biomasa como la ganancia y

retencion de agua por parte de los tejidos de estas plantas.

A diferencia de la MF, la MS se afect6 solamente en plantas del cultivar ‘Grande naine’ sometidas
a estrés (controles no transformados y linea transgénica L-57) (Figura 7). Este resultado indica
gue en estos casos con la condicidn impuesta, la deficiencia de agua en los tejidos afecto los

procesos celulares que se mencionan responsables de la formacién de nuevas células.

Las plantas de las lineas transgénicas L-57 y L-4 tratadas con PEG-6000 respondieron de
manera diferente. En el primer caso si se comparan con las no tratadas disminuyeron de manera
significativa las dos variables, mientras que en el segundo caso solo disminuyo significativamente
la MF si se realiza la misma comparacién (Figuras 6 y 7). Este resultado para la linea L-4 indica
que la misma presentdé una mayor capacidad que la linea L-57, e incluso que las plantas
controles del mismo cultivar, para producir biomasa bajo las condiciones de estrés impuestas, lo

cual pudiera representar una mayor tolerancia por parte de esta linea en este sentido.

Semejante a los resultados del presente estudio, una disminucién de la MF y la MS también ha
sido observada por otros autores como consecuencia de un estrés hidrico, ya sea en condiciones
in vitro como en condiciones de campo. Yin et al. (2005) evaluaron la MS en plantas de Populus
kangdingesis C. Wang Tung, sometidas a diferentes regimenes de déficit hidrico en condiciones
de campo y observaron una disminucion de esta variable en diferentes érganos de las plantas

(raices, tallos y hojas) a medida que el estrés fue mas severo.

Baloglu et al. (2012) por su parte determinaron también la MS pero en este caso en plantas recién
germinadas de girasol en condiciones in vitro. Estos autores evaluaron a través de la

determinacion de esta variable, el grado de tolerancia a la sequia de dos variedades de este
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cultivo, para ello sometieron a las plantas a un estrés hidrico mediante irrigacion con solucién
nutritiva de Hoagland con PEG-6000 al 10% y al 20% (p/v). En este se observo también una
disminucion de la MS en el tallo y las raices de estas plantas sometidas a estrés, que fue
considerablemente mayor en una variedad que en la otra. Con estos resultados se pudo detectar
una mayor tolerancia a las condiciones impuestas en aquella variedad en la cual se observo la

menor disminucién en la MS.

Por otra parte, Parkhi et al. (2009) evaluaron la MF de plantas in vitro de algodén transformadas
con un gen de osmotina de N. tabacum L., sometidas a estrés hidrico con PEG-6000 a una
concentracion de 150 g It. Estos autores observaron una disminucion en la variable evaluada
tanto en las plantas transformadas como en las no transformadas, sin embargo la MF disminuyé
mas en las plantas no transformadas que en aquellas a las cuales se les incorporo el gen de la

proteina.

Por ultimo, Mahmood et al. (2012) evaluaron la MF en plantas in vitro de banano cv. ‘Berangan’
sometidas a estrés hidrico con PEG-6000 a la misma concentracion empleada en el presente
estudio (30 g I''). Estos autores también obtuvieron una disminucién de la MF en las plantas

sometidas a estrés comparadas con las crecidas en condiciones normales.

Todos los trabajos anteriores informan sobre la disminucion de estas variables debido al estrés
por falta de agua en las plantas, con lo cual se evidencia que son dependientes de este recurso.
Sin embargo algunos de ellos las han podido emplear para la deteccion de variedades o
cultivares mas tolerantes al déficit hidrico (Parkhi et al., 2009; Baloglu et al., 2012). En el presente
trabajo el resultado obtenido para la MF indica que no debe ser usada con este propésito a la
concentracion de PEG-6000 empleada. Sin embargo, teniendo en cuenta el resultado obtenido
para la linea transgénica L-4 al evaluar la MS, esta Ultima variable si se podria tener en cuenta

para futuros trabajos de seleccion de cultivares tolerantes a la sequia.
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4.1.2.2. Contenido relativo de agua

El CRA varié significativamente solo para las dos lineas transformadas del cultivar ‘Grande
naine’, en las cuales se observé una disminucion de este indicador en las plantas sometidas a

estrés con respecto a las crecidas en condiciones normales (Figura 8).

Cuando se comparan solamente plantas tratadas con PEG-6000 en la misma figura se puede
observar que los mayores valores del CRA corresponden a los cultivares ‘Pelipita’ y ‘Manzano’

sin diferencias estadisticas significativas entre ellos.

Al realizar la misma comparacion solo entre plantas sometidas a estrés en el cultivar ‘Grande
naine’, no se observaron diferencias significativas entre las transformadas y las no
transformadas. Todas ellas mostraron menores valores de CRA que los cultivares anteriores, Si
se comparan estos valores con las plantas del cultivar ‘Pelipita’ se observan diferencias
significativas, en cambio si se comparan con las del cultivar ‘Manzano’ no se observan diferencias
significativas con las plantas transgénicas de la linea L-4 y si con las de la linea L-57 y controles

no transformadas respectivamente.

Sin embargo, si se compara el CRA solamente de las plantas que crecieron en condiciones
normales, se puede observar también en la figura 8 como los mayores valores corresponden a
las plantas transformadas con el gen de la osmotina AP24, sin diferencias estadisticas

significativas entre ellas y si con el resto de las plantas del mismo tratamiento respectivamente.

El CRA, si se analiza su ecuacion, es la razon que existe entre el agua que tiene una planta en
las condiciones normales en las que crecié6 (MF-MS, en el numerador) y la méxima cantidad de
agua que pudiera llegar a tener en condiciones de saturacién de sus tejidos (MT-MS, en el
denominador) expresado en porciento. Esta variable es indicadora por tanto, del grado de

hidratacion del tejido vegetal

Este indicador ha sido ampliamente utilizado en las determinaciones de tolerancia de las plantas

al déficit hidrico. Numerosos autores lo han empleado para diferenciar plantas no transformadas
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de plantas transformadas con genes que codifican para proteinas que intervienen en el ajuste

osmoético de las células en condiciones de escases de agua.
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Figura 8. Contenido relativo de agua (CRA) de plantas in vitro de diferentes cultivares de Musa spp.,
sometidos y no sometidos (tratamientos) a estrés hidrico inducido con Polietilenglicol 6000 a los 30 dias
de cultivo. Pel y Mz: cultivares de platano ‘Pelipita’ (Musa ABB) y ‘Manzano’ (Musa AAB), GE: cultivar de
banano ‘Grande naine’ (Musa AAA), GE L-4 y GE L-57: Lineas transgénicas del cultivar ‘Grande naine’
transformadas con el gen de osmotina ap24. Letras mayusculas no comunes sobre barras, indican
diferencias significativas entre cultivares para un mismo tratamiento por prueba de Kruskal-Wallis/Mann-
Whitney para p <0,05; letras mindsculas no comunes indican diferencias significativas entre ambos
tratamientos para un mismo cultivar segin prueba de Mann-Whitney para p <0,05.

Por ejemplo, Parkhi et al. (2009) determinaron el CRA en hojas de plantas de algodén que
expresaban un gen de osmotina y obtuvieron en ellas mayores valores de esta variable
comparadas con las no transformadas. El mismo resultado fu obtenido por Annon et al. (2014)

en hojas de plantas de zanahoria transformadas también con un gen de osmotina.

Por otro lado, Sreedharan et al. (2013) determinaron el CRA en raices y en hojas de plantas
aclimatizadas de platano cv. ‘Rasthali’ transformadas con un gen de acuaporina, y en ambas
partes de la planta el CRA fue mayor comparado con el de las plantas no transformadas.
Shekhawat et al. (2011) determinaron este indicador en hojas de plantas in vitro y aclimatizadas

respectivamente también en el cultivar de platano ‘Rasthali’ transformado con un gen de
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dehidrina. Para ambas condiciones el CRA fue mayor en las plantas transgénicas sometidas a

estrés, comparadas con sus controles no transformados también en presencia del déficit de agua.

En banano, Mahmood et al. (2012) determinaron el CRA en hojas de plantas in vitro del cultivar
‘Berangan’, sometidas a déficit hidrico con PEG-6000 y tratadas ademas con Metil Jasmonato
(MeJA) para aliviar el estrés. En este caso el porcentaje del indicador fisiolégico fue mayor
también en las plantas sometidas a estrés y en presencia del regulador de crecimiento, que en

aquellas plantas bajo estrés sin el tratamiento con MeJA.

En el presente estudio, el hecho de que en las plantas tranformadas con el gen ap24 y no
sometidas a estrés se hayan observado los mayores valores de CRA, comparadas con las demas
plantas en este mismo tratamiento (Figura 8), indica que bajo estas condiciones la osmotina
desempefié un papel positivo en el grado de hidratacion de las plantas transgénicas. Sin
embargo, con el déficit de agua este indicador fisiologico no mostré diferencias significativas
entre las plantas de ‘Grande naine’ no transformadas y transformadas, contrario a lo que sucedio
en los estudios que se mencionan anteriormente que evallan el indicador en plantas
transgénicas, comparadas con no transgénicas en condiciones estresantes. Estos resultados
indican que, bajo las condiciones de estrés, el ajuste osmético en las plantas con la osmotina no

fue tan efectivo como el que se observé en las condiciones normales.

En los estudios que se citan, en los cuales las plantas transformadas sometidas a estrés si han
acumulado mayor cantidad de agua, comparadas con las no transformadas tanto en condiciones
in vitro como ex vitro, el material vegetal utilizado para determinar el CRA ha sido partes de la
planta (hoja y/o raiz). En el presente estudio se utilizan plantas in vitro completas, factor que
pudo influir en el resultado presentado en este acapite. Munns (2010) define el CRA como “el
contenido de agua de una cantidad dada de hoja, relativo a su estado totalmente hidratado o de
completa turgencia”, segun este autor los cambios en el CRA son proporcionales a los cambios

en el estado de turgor de la hoja.
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Teniendo en cuenta la definicion que hace Munns (2010) de este indicador, y ademas que los
estudios que se mencionan se han realizado en su mayoria en hojas de plantas, pudiera
sugerirse para futuros experimentos utilizar solamente esta parte de la planta en lugar de plantas
completas para determinar el CRA. Pudiera tenerse en cuenta ademas, la evaluacion de otras
variables o procesos fisiolégicos que también pudieran haber influido, en que para las lineas
transgénicas no sometidas a estrés la osmotina AP24 si haya ejercido un papel positivo en la
hidratacion de la planta, y bajo condiciones de estrés no sucediera asi. De esta manera, el CRA
quizés si se pudiera utilizar como un indicador que permita detectar la tolerancia al estrés hidrico

en plantas transformadas, como es empleado por la mayoria de los autores en estudios similares.
4.1.3. Indicadores bioquimicos
4.1.3.1 Contenido de prolina

Se observé un aumento en el contenido de prolina en las plantas sometidas a estrés de todos
los cultivares y de las lineas transgénicas, comparadas con las plantas no sometidas al estrés.
Este aumento fue significativo para todos los casos excepto para el cultivar ‘Pelipita’. (Figura 9)

Al comparar el contenido de prolina solamente entre plantas tratadas con PEG-6000, en la figura
9 se puede apreciar también como los mayores valores corresponden a los cultivares ‘Manzano’
y ‘Pelipita’, sin diferencias significativas entre ellos, y ambos con diferencias significativas con las
plantas del cultivar ‘Grande naine’ (transformadas y no transformadas). Por otra parte, entre las
plantas transgénicas y controles de este ultimo cultivar en presencia del PEG-6000 no se
observaron diferencias significativas en el aumento del contenido del amino&cido.

La prolina es un compuesto osmoprotector para las células vegetales (Tadeo y GOmez-
Céardenas, 2008). Segun estos autores los osmoprotectores son solutos compatibles con el
funcionamiento celular en condiciones de estrés osmotico, que puede estar dado por factores
como la sequia, salinidad y elevadas temperaturas. Cuando las plantas se encuentran expuestas

a alguna de estas condiciones ocurre una reduccion del potencial hidrico de los tejidos. Los
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osmoprotectores se acumulan entonces para reajustar el potencial hidrico intracelular, ya que
pueden actuar bien como osmolitos, facilitando la retencion de agua por el citoplasma, o como
verdaderos compuestos protectores que estabilizan la estructura de las membranas y de las

macromoléculas.
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Figura 9. Contenido de prolina en plantas in vitro de diferentes cultivares de Musa spp., sometidos y no
sometidos (tratamientos) a estrés hidrico inducido con Polietilenglicol 6000 a los 30 dias de cultivo. Pel y
Mz: cultivares de platano ‘Pelipita’ (Musa ABB) y ‘Manzano’ (Musa AAB), GE: cultivar de banano ‘Grande
naine’ (Musa AAA), GE L-4 y GE L-57: Lineas transgénicas del cultivar ‘Grande naine’ transformadas con
el gen de osmotina ap24. Letras mayuUsculas no comunes sobre barras, indican diferencias significativas
entre cultivares para un mismo tratamiento por prueba de Kruskal-Wallis/Mann-Whitney para p <0,05;
letras mindsculas no comunes indican diferencias significativas entre ambos tratamientos para un mismo
cultivar segun prueba de Mann-Whitney para p <0,05.

A la prolina, ademas de estas funciones, se le atribuyen otras que permiten la proteccion de las
plantas en presencia de un déficit de agua, estas son: mantener el potencial redox celular (Hare
etal., 1998), capturar ROS, y constituir una fuente de carbono y nitrégeno cuando las condiciones
hidricas regresan a la normalidad (Paleg et al., 2011).

Teniendo en cuenta todo lo anterior, el incremento del contenido de prolina en aquellas plantas
sometidas al estrés hidrico puede interpretarse como una respuesta a favor de tolerar el estrés

al que fueron sometidas. Esto lo pudiera corroborar el hecho de que el mayor aumento se
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observd, comparando plantas sometidas y no sometidas a estrés, en el cultivar ‘Manzano’
considerado como tolerante.

Aunque el cultivar ‘Pelipita’ también esta considerado como tolerante, contrario a lo que sucedio
con el ‘Manzano’, fue el que menor incremento de prolina experimentd si se realiza la misma
comparacion. Esto pudo deberse a que el ‘Pelipita’ es el que mayor contribucién tiene en su
genoma de la especie M. balbisiana, Shekhawat et al. (2011) plantean que cultivares con esta
caracteristica presentan una mayor tolerancia al déficit hidrico y de acuerdo con esto el ‘Pelipita’
puede ser el mas tolerante de los tres cultivares trabajados. Teniendo en cuenta lo anterior es
posible que con la concentracion PEG-6000 utilizada no se indujera en él un estrés tal que hiciera
que los valores de prolina aumentaran méas de lo que lo hicieron. Ademas el nivel basal de prolina
en las plantas sin estrés ya era mayor, incluso que las plantas de ‘Grande naine’ sometido a
estrés.

Por otra parte, como se explicé anteriormente la prolina es un osmolito compatible que en las
plantas sometidas a estrés hidrico se incrementa para garantizar la entrada y/o retencion de agua
en las células. Tomando esto en consideracion, y ademas, que las plantas transgénicas del
presente estudio fueron transformadas con un gen que codifica para una proteina con una
funcién similar, es posible que los niveles del aminoacido no se hayan incrementado
significativamente més que en las plantas no transformadas porque no fuese necesario, ya que
la proteina AP24 estuviese desempefiando un papel positivo a favor del ajuste osmotico en la
célula. Si se analizan las figuras 8 y 9 del CRA y de prolina respectivamente, puede observarse
como para la linea L-4 correspondié un mayor valor en el CRA'y menor en el contenido de prolina,
comparada con la linea L-57 donde se observé lo contrario, esta relacion inversa entre ambas
variables podria explicar lo anterior.

Si se realiza una relacion de los resultados del presente acépite con los discutidos en el de los
indicadores morfolégicos, lo sucedido con el contenido de prolina pudiera confirmar entonces
que, la disminucién de la altura de la planta y el nimero de brotes por explante, pudo constituir
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una respuesta de las plantas sometidas a estrés a favor de tolerar esta condicion tomando en
consideracion lo planteado por Valladares et al. (2004).

La determinacion de este aminoacido, es uno de los indicadores mas ampliamente utilizados
para la deteccion de genotipos tolerantes a factores abitticos tales como salinidad, temperaturas
extremas y sequia. Resultados similares a los del presente estudio han sido informados por
numerosos autores al imponer a las plantas un estrés osmético con ese objetivo (Parkhi et al.,
2009; Checker et al., 2011; Das et al., 2011; Baloglu et al., 2012). En platanos y bananos,
aumentos en las concentraciones de prolina en plantas sometidas a estrés, unido a la
determinacion de otros indicadores bioquimicos, ha permitido detectar genotipos tolerantes a
sequia y salinidad, ya sea mediante transformacién genética o induccién de mutaciones con

agentes quimicos. (Shekhawat et al., 2011; Bidabadi et al., 2012; Sreedharan et al., 2013).
4.1.3.2 Contenido de Clorofilas totales

El contenido de clorofilas totales no mostré variaciones significativas cuando se comparan
plantas sometidas a estrés con plantas no sometidas a estrés, excepto para el cultivar ‘Manzano’
en el cual si se observé un incremento estadisticamente significativo de este indicador en las
plantas tratadas con PEG-6000 (Figura 10).

Al comparar el contenido de clorofilas totales solo entre plantas sometidas a estrés, también en
la figura 10 se puede observar como los mayores valores corresponden al cultivar ‘Manzano’ y a
las plantas de ‘Grande naine’ no transformadas, con diferencias estadisticas significativas entre
ellos. En contraste, los menores valores se obtuvieron para las plantas del cultivar ‘Pelipita’ y las
lineas transgénicas del cultivar ‘Grande naine’, sin diferencias significativas entre ellos y si con
los anteriores respectivamente.

Las clorofilas en general son un indicador que se ve afectado cuando las plantas estan sometidas
a condiciones de déficit hidrico (Surendar et al., 2013). Estas moléculas y otros pigmentos

fotosintéticos se encuentran en forma de complejos pigmento-proteina principalmente en las
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membranas de los tilacoides que forman las granas en los cloroplastos. Segun el autor citado, el
déficit hidrico provoca una desintegraciéon en las membranas de los tilacoides, como
consecuencia ocurre una degradacion de los pigmentos clorofilicos, que resulta en una reduccion
en el contenido de clorofila en aquellas plantas que experimentan estrés por factores como la

sequia y la salinidad.
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Figura 10. Contenido de clorofilas totales en plantas in vitro de diferentes cultivares de Musa spp.,
sometidos y no sometidos (tratamientos) a estrés hidrico inducido con Polietilenglicol 6000 a los 30 dias
de cultivo. Pel y Mz: cultivares de platano ‘Pelipita’ (Musa ABB) y ‘Manzano’ (Musa AAB), GE: cultivar de
banano ‘Grande naine’ (Musa AAA), GE L-4 y GE L-57: Lineas transgénicas del cultivar ‘Grande naine’
transformadas con el gen de osmotina ap24. Letras mayusculas no comunes sobre barras, indican
diferencias significativas entre cultivares para un mismo tratamiento por prueba de Kruskal-Wallis/Mann-
Whitney para p <0,05; letras mindsculas no comunes indican diferencias significativas entre ambos
tratamientos para un mismo cultivar segun prueba de Mann-Whitney para p <0,05.

Otra causa de la disminucién de clorofilas durante estrés por sequia es, segun Ravi et al. (2013),
gue bajo esta condicion se dafia el mecanismo fotosintético por afectaciones en los fotosistemas
'y Il, y como resultado se originan electrones libres de alta energia en las hojas, esto hace que
el transporte de electrones a través de los fotosistemas sea incompleto y ocurre entonces una
fotooxidacion de la clorofila, o que conlleva a la pérdida de la capacidad fotosintética.

El aumento en el contenido de clorofilas totales que se observé en las plantas sometidas a estrés,

significativo solo para el cultivar ‘Manzano’ es contrario a lo que debid ocurrir si se tienen en
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cuenta las explicaciones anteriores. Armario et al. (2005) plantean que el ion central de la clorofila
(Mg?*) puede ser sustituido por otros iones divalentes como el Cu?*, Mn?*y el Zn*"y la molécula
mantiene el color verde, o sea, que continla absorbiendo la luz a longitudes de onda cercanas a
las que normalmente las absorbe cuando presenta el Mg?* en su estructura central. Esto puede
suceder producto de un dafio a las membranas de los cloroplastos, ya que por un lado las
moléculas de clorofila quedan libres de los complejos que forman con las proteinas, por otro, los
iones pueden entrar al interior del organulo y ocurre entonces la sustitucion en el pigmento
fotosintético.

Si se tiene en cuenta que los medios de cultivo en los cuales se desarrollan las plantas in vitro
son ricos en elementos minerales, aumenta la posibilidad de que haya ocurrido esto Ultimo en
las plantas del presente experimento, por lo que el aumento observado en el contenido de este
indicador pudo estar dado por un enmascaramiento del contenido de clorofilas totales en su
forma nativa, por moléculas de clorofila sustituida.

De haber ocurrido el fenédmeno anterior, si se analiza la figura 7 el mayor dafio a las membranas
de los cloroplastos, que posibilita que esto suceda, deberia observarse en el cultivar ‘Manzano’,
pues fue donde el incremento del contenido de clorofilas ocurri6 de manera significativa en las
plantas sometidas a estrés comparadas con las que crecieron en condiciones normales.

Lo contrario debi6 ocurrir en el cultivar ‘Pelipita’, y en la linea transgénica L-57 y L-4 donde el
contenido de clorofila no varié entre plantas sometidas y no sometidas a estrés. Valladares et al.
(2004) plantean que la estabilidad de los pigmentos fotosintéticos ha sido descrita como una
estrategia de tolerancia al estrés hidrico, si se tiene en cuenta este criterio, la estabilidad en el
contenido de clorofilas en estas plantas, pudiera relacionarse con una tolerancia por parte de las
mismas al estrés al que fueron sometidas.

Aunque en el cultivar ‘Grande naine’, en las plantas no transformadas y en las de la linea
transgénica no se observan diferencias significativas en el contenido de clorofilas totales entre
plantas que crecieron bajo ambas condiciones respectivamente, en estas Ultimas si se observé

51



Resultados y Discusion

un ligero incremento del indicador, lo cual pudiera relacionarse con una menor sustitucion de la
molécula de clorofila, producto de un menor dafio ocasionado por el estrés a las membranas de
los cloroplastos de estas plantas.

Las afectaciones en el contenido de clorofilas totales en plantas sometidas a estrés hidrico, han
sido también observadas por otros autores (Eltelib et al., 2012; Bouaziz et al., 2013; Joshi et al.,
2013). En banano se han obtenido plantas tolerantes a diferentes factores abiéticos que no han
mostrado disminucién en el contenido de clorofilas en condiciones de estrés hidrico, en
comparacion con plantas sensibles al mismo (Bidabadi et al., 2011; Rustagi et al,. 2014). En
estos casos, cuando se analiz6 el dafo a las membranas celulares a través de la determinacion
otros indicadores bioquimicos, se pudo corroborar que las plantas en las cuales el estrés hidrico
no afectd el contenido de clorofilas, fueron aquellas en las que ocurrié un menor dafio a nivel de
membranas celulares. Por otro lado Mahmood et al. (2012) también obtuvieron la misma relacion
inversa entre el contenido de clorofilas totales y el dafio a las membranas celulares en plantas in
vitro de banano cv. ‘Berangan’, sometidas a estrés hidrico con PEG-600 a la concentracion de
309l

Los resultados del presente acapite muestran que la determinacion del contenido de clorofilas
totales si pudiera seguir siendo utilizada para la deteccion de plantas tolerantes al estrés hidrico

in vitro bajo las condiciones estudiadas.
4.1.3.3 Contenido de Malondialdehido (MDA)

Se observd un aumento significativo del contenido de MDA en las plantas sometidas a estrés
hidrico de los cultivares ‘Manzano’ y ‘Grande naine’ (plantas control y plantas de la linea
transgénica L-4), cuando se comparan con las plantas no tratadas con PEG-6000
respectivamente (Figura 11). En las plantas del cultivar ‘Pelipita’ y en las de la linea transgénica
L-57 del cultivar ‘Grande naine’ sometidas a estrés hidrico, no se observaron diferencias

significativas cuando fueron comparadas con las crecidas en condiciones normales (Figura 11).
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Figura 11. Contenido de malondialdehido (MDA) en plantas in vitro de diferentes cultivares de Musa spp.,
sometidos y no sometidos (tratamientos) a estrés hidrico inducido con Polietilenglicol 6000 a los 30 dias
de cultivo. Pel y Mz: cultivares de platano ‘Pelipita’ (Musa ABB) y ‘Manzano’ (Musa AAB), GE: cultivar de
banano ‘Grande naine’ (Musa AAA), GE L-4 y GE L-57: Lineas transgénicas del cultivar ‘Grande naine’
transformadas con el gen de osmotina ap24. Letras mayusculas no comunes sobre barras, indican
diferencias significativas entre cultivares para un mismo tratamiento por prueba de Tukey para p <0,05;
letras mindsculas no comunes indican diferencias significativas entre ambos tratamientos para un mismo
cultivar segun prueba de Tukey para p <0,05.

Al comparar solamente las plantas de todos los cultivares que crecieron bajo el déficit hidrico, los
mayores valores de MDA corresponden a las del ‘Manzano’ y ‘Grande naine’ (tanto no
transformadas como transformadas) sin diferencias significativas entre ellas; el menor valor
corresponde a las plantas sometidas a estrés del cultivar ‘Pelipita’ con diferencias significativas

con todas las anteriores respectivamente.

El MDA es un indicador de dafios celulares causados por estrés oxidativo, este es el producto
final de la peroxidacion lipidica, proceso que hace referencia a la degradacion oxidativa de los
lipidos tras sucesivas reacciones en cadena, ocasionadas por los radicales libres generados ante
situaciones de estrés. Este proceso afecta 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
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las que no se observe un incremento en los niveles de MDA, presentan una mayor capacidad

para tolerar esa condicion.

De acuerdo con los resultados presentados en la figura 8, la mayor afectacion a las membranas
celulares se evidencio en las plantas sometidas a estrés de los cultivares ‘Manzano’ y ‘Grande

naine’ (plantas controles no transformadas y de la linea transgénica L-4).

En cambio, cuando son analizadas las cantidades de MDA en las plantas sometidas a estrés del
cultivar ‘Pelipita’ y en las de la linea L-57 de ‘Grande naine’, los resultados demuestran que en
estos casos no se produjo dafio a nivel de membranas celulares producto del estrés oxidativo
causado por el déficit hidrico. Este resultado podria indicar una tolerancia de esta linea al estrés
impuesto ya que respondié de igual manera que lo hizo el cultivar tolerante que mejores

resultados ha mostrado.

Cuando se analiza el contenido de clorofilas totales discutido en el acapite anterior, tanto en las
plantas del cultivar ‘Pelipita’, asi como en las de lalinea L-57 sometidas a estrés no se observaron
variaciones comparadas con las no tratadas con PEG-6000. En estos dos casos se asumio que
esta respuesta pudo deberse a que no existié un dafio a nivel de membranas de cloroplasto que

provocara la oxidacion de la clorofila, esto lo confirma el resultado del presente acapite.

Por otro lado, también se discutio en el acapite anterior que el aumento observado en el contenido
de clorofilas totales en las plantas del cultivar ‘Manzano’ sometidas a estrés, pudo deberse a que,
producto de un dafio en las membranas de los cloroplastos, el ion central de la molécula de
clorofila se sustituyera por otros iones que pudieran penetrar al interior del organulo, y el
contenido real de clorofilas en su forma nativa se enmascarara por moléculas de clorofila
sustituida. Esta explicacion pudiera ser corroborada con los resultados del presente acépite para
este cultivar, en el que se observl un incremento significativo en los niveles de MDA de las
plantas sometidas a estrés comparadas con las plantas no tratadas con PEG-6000, lo que indica

que si ocurrié un dafio a nivel de membranas.
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De igual manera que para el cultivar ‘Manzano’, en el cultivar ‘Grande naine’ se observo, en las
plantas controles no transformadas y en las transgénicas de la linea L-4 sometidas a estrés, un
incremento significativo del contenido de MDA comparadas con las no sometidas a estrés (Figura
11); sin embargo, para estas plantas del cultivar ‘Grande naine’ el incremento en el contenido de
clorofilas no fue significativo como ocurrio en el ejemplo anterior con el cultivar ‘Manzano’ (Figura
10). Es posible que el contenido de MDA se haya elevado como consecuencia del dafio a la
membrana externa de la célula y/o a otras membranas simples, y las membranas de los
cloroplastos que son dobles y presentan una estructura mas compleja no hayan sufrido un dafio

tal como para que el contenido de clorofilas se viese afectado.

Teniendo en cuenta lo anterior pudiera asumirse que las plantas de la linea L-4 no toleraron el
estrés de la misma manera que lo hicieron las de la linea L-57, pero no resultaron ser tan

sensibles como las del cultivar ‘Manzano’.
4.1.3.4 Contenido de perdxido de hidréogeno (H20-)

Se observo un incremento significativo del contenido de H»O- en las plantas sometidas a estrés
de los cultivares ‘Manzano’ y ‘Grande naine’ (plantas controles y plantas de la linea transgénica
L-4), cuando se comparan con las plantas no tratadas con PEG-6000 respectivamente. El mayor
incremento correspondié al cultivar ‘Manzano’. En las plantas del cultivar ‘Pelipita’ y en las de la
linea transgénica L-57 del cultivar ‘Grande naine’ sometidas a estrés, no se observaron
diferencias significativas cuando son comparadas respectivamente con las crecidas en

condiciones normales (Figura 12).

Cuando se comparan solamente plantas sometidas a estrés de cada cultivar los mayores valores
corresponden al ‘Manzano’ seguido por el cultivar ‘Grande naine’ (plantas controles no
transformadas y plantas de la linea transgénica L-4) sin diferencias significativas entre ellos
respectivamente. En las plantas de ‘Pelipita’ y en las de la linea L-57 de ‘Grande naine’ se

observaron los menores valores sin diferencias significativas entre ellas, ni de estas dos con las
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transformadas de la linea L-4. Tampoco se observaron diferencias significativas entre las plantas
del cultivar ‘Grande naine’ transformadas y no transformadas. Ademas, el contenido de este
indicador fue significativamente menor en el cultivar ‘Pelipita’ que en el ‘Manzano’ y ‘Grande

naine’ no transformado respectivamente.
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Figura 12. Contenido de Perdxido de hidrogeno (H202) en plantas in vitro de diferentes cultivares de Musa
spp., sometidos y no sometidos (tratamientos) a estrés hidrico inducido con Polietilenglicol 6000 a los 30
dias de cultivo. Pel y Mz: cultivares de platano ‘Pelipita’ (Musa ABB) y ‘Manzano’ (Musa AAB), GE: cultivar
de banano ‘Grande naine’ (Musa AAA), GE L-4 y GE L-57: Lineas transgénicas del cultivar ‘Grande naine’
transformadas con el gen de osmotina ap24. Letras mayusculas no comunes sobre barras, indican
diferencias significativas entre cultivares para un mismo tratamiento por prueba de Tukey para p <0,05;
letras mindsculas no comunes indican diferencias significativas entre ambos tratamientos para un mismo
cultivar segun prueba de Tukey para p <0,05.

El H2O; esta considerado como una ROS conjuntamente con el anién superéxido (O2’), el radical
hidroxilo (OH") y el oxigeno en estado de singlete (*0,) (Rai et al., 2011). En condiciones normales
las células vegetales producen ROS continuamente como subproductos de varias rutas
metabdlicas localizadas en diferentes compartimentos celulares (cloroplastos, mitocondrias y
microcuerpos) (Tadeo y Gomez-Cardenas, 2008), pero a un nivel bajo en el que son rdpidamente
eliminadas por los diferentes sistemas antioxidantes y no provocan dafio celular. En condiciones

de estrés la produccién de ROS se eleva drasticamente y causa dafios en las diferentes
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biomoléculas estructurales de la célula (Apel y Hirt, 2004). Ademéas es utilizado por los

organismos como sistema de sefializacion para la defensa (Hung, et al., 2005).

El H,O, se produce a partir del O por la accion de la enzima SOD que actia como primera linea
de defensa a nivel celular cuando existen condiciones de estrés oxidativo. Este producto
ocasiona dafios al ADN, a las proteinas y a los lipidos de las membranas a través de fenébmeno
de peroxidacion lipidica que rinde como producto final el MDA (Rai et al., 2011). Por tanto un
aumento significativo del contenido de H.O: en las células por encima de los niveles normales,

podria estar asociado al dafio celular y ademas pudiera indicar dafio a nivel de membranas.

Teniendo en cuenta lo anterior, el incremento en el contenido de H>O; observado en las plantas
sometidas a estrés del cultivar ‘Manzano’, y en las del cultivar ‘Grande naine’ controles no
transformadas, y transformadas de la linea L-4, indica que ocurrié un mayor estrés oxidativo que
pudo resultar en un mayor dafio a las membranas celulares; esto ultimo lo puede corroborar el
aumento en el contenido de MDA discutido en el acépite anterior, significativo solamente para

estos tres casos (Figura 8).

Contrario a lo sucedido en las variables evaluadas anteriormente, en las plantas del cultivar
‘Pelipita’ y en las de la linea transgénica de ‘Grande naine’ L-57, no se observd incremento
significativo de H.O. en las plantas sometidas a estrés comparadas con las crecidas en
condiciones normales, esto pudo deberse a la accion de los sistemas antioxidantes de la célula
gue permitieron esta respuesta positiva por parte de estas plantas en funcion de tolerar el estrés.
Segun Moreno (2009) Durante el estrés hidrico se sobreexpresan en la célula un grupo de
enzimas antioxidantes que, junto con compuestos no proteicos, detoxifican a las plantas de los
radicales libres como el Oz y el H202; aunque esta cuestion ya fue abordada con anterioridad en
el capitulo de Revisién Bibliogréfica, cabe recordar que entre las principales enzimas que tienen
esta funcién estan la SOD, la APX, la Glutation Peroxidasa (GPX), la GR, la MDAR, la CAT y la

POD (Apel y Hirt, 2004). Estas moléculas proteicas tienen como funcién eliminar el H.O»
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producido inicialmente por la SOD. De todas ellas la APX es la peroxidasa més importante que
cataliza la reduccion del H.O» a H2O con el uso del poder reductor del ascorbato, en el ciclo del
Agua-Agua que ocurre en los cloroplastos. Las demas enzimas actldian en reacciones intermedias
de otros ciclos (Ascorbato-Glutation, Glutation-Peroxidasa) que tienen lugar en otros
compartimentos celulares (cloroplastos, mitocondrias, peroxisomas, citosol, apoplasto) y rinden
productos finales como el O,, NAD(P)* y H-O (Rai et al., 2011).

Por tanto, una accion positiva de estas enzimas con la finalidad de eliminar el dafio celular por el
estrés impuesto a las plantas, unido a que no aumentaron los niveles de MDA ni se afectaron los
de clorofilas totales en las plantas sometidas a estrés de la linea L-57 del cultivar ‘Grande naine’
y en las del cultivar ‘Pelipita’, pudiera indicar una tolerancia por parte de estas plantas al estrés

hidrico inducido con PEG-6000 en condiciones in vitro.

Una respuesta similar ha sido observada en plantas de platanos, bananos y otros cultivos
sometidas también a estrés hidrico. Por ejemplo, Annon et al. (2014) observaron bajos
contenidos de MDA y H,O; en plantas de zanahoria transformadas con un gen de osmotina de
tabaco comparadas con plantas no transformadas que crecieron en presencia del estrés. Esto,
junto con la determinacion de otros indicadores permitio llegar a la conclusion de que la proteina
expresada ejercié un papel protector contra las condiciones de estrés hidrico impuestas a las
plantas para lograr tolerancia a este factor. Por otra parte, Parkhi et al. (2009) llegaron a la misma
conclusion al observar igualmente bajos contenidos de MDA y H»O; en plantas de algodon
transformadas también con un gen de osmotina. De igual manera, Xu et al. (2014) obtuvieron
tolerancia a la sequia en plantas in vitro de A. thaliana transformadas con el gen de acuaporina
MaPIP1;1 de M. acuminata, y relacionaron esta tolerancia con una disminucion en los niveles de
MDA en las plantas transformadas. En el cultivar de platano ‘Rasthali’, Shekhawat et al. (2011)
también obtuvieron plantas tolerantes a la sequia en condiciones in vitro a través de la

transformacién con el gen MusaDHN-1 que codifica para una dehidrina, en este caso las plantas
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transgénicas no mostraron aumentos en los contenidos de MDA cuanto fueron sometidas a

estrés hidrico con PEG-6000.

En el presente estudio, el cultivar ‘Manzano’ con genotipo AAB, mostrd afectaciones en la
mayoria de los indicadores medidos, sobre todo en los bioquimicos para los cuales el ‘Pelipita’
y la linea transgénica L-57 de ‘Grande naine’ no mostraron dafio. Algunos autores refieren que
en el género Musa aquellos cultivares en cuyo genotipo se encuentra la contribucion de la
especie M. balbisiana L. son a los que se les atribuye algin grado de tolerancia al déficit hidrico
(Simmonds, 1966; Mahmood et al., 2012). Sin embargo Ravi et al. (2013) dentro del grupo
gendmico AAB, ubica cultivares susceptibles y moderadamente tolerantes. Es posible que el
cultivar ‘Manzano’ sea uno de esos cultivares de este grupo que presente sensibilidad a la

escases de agua,

La tolerancia al estrés abidtico es una caracteristica que debe ser atribuida no solamente a un
factor, proceso celular o indicador de dafio por estrés, sino, a la combinacion de varias respuestas
emitidas por las plantas que indiquen que son capaces de no resultar dafiadas ante la condicion
impuesta, y que bajo la misma, aun cuando se afecten algunos parametros morfol6gicos,

fisiolégicos y bioquimicos, se pueda mantener la homeostasis.

Algunas de las variables empleadas en el presente estudio (masa seca, contenido de clorofilas
totales, contenido de peréxido de H-O-y contenido de MDA) pueden seguir siendo utilizadas en
trabajos posteriores para la deteccion de plantas transgénicas tolerantes al estrés por sequia. No
obstante, la determinacion de otras como el contenido relativo de agua y el contenido de prolina
se pudiera seguir teniendo en cuenta bajo otras condiciones, o con variaciones en el método
empleado en el presente trabajo, ya que ambas se incluyen dentro de las mas utilizadas en

trabajos similares.

Los resultados obtenidos para las lineas transgénicas del cultivar ‘Grande naine’ sugieren

tolerancia por parte de las mismas a la escasez de agua en condiciones in vitro, no obstante
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resultaria conveniente probar esta tolerancia en otras condiciones, como por ejemplo la fase de
aclimatizacion. En condiciones ex vitro sobre las plantas influyen otros factores ambientales
semejantes al campo, para la evaluacion, ademas de las variables que se sugieren se podrian
tener en cuenta otras, relacionadas con procesos que en este nuevo ambiente ya se realizan de
una manera mas activa, como la apertura y cierre de los estomas y la fotosintesis. Llevar a cabo
este tipo de evaluaciones en un ambiente semicontrolado resultaria muy practico pues se debe
tener en cuenta que la finalidad de un programa de mejoramiento genético en general, es la
insercion en el campo de los genotipos, variedades o cultivares obtenidos, para dar solucion a

una problemética agricola especifica.
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5. CONCLUSIONES

1-

Las variables masa seca, contenidos de clorofilas totales, malondialdehido y peréxido de
hidrégeno, permitieron diferenciar en plantas in vitro del cultivar ‘Grande naine’ (Musa AAA)
transformadas con el gen ap24, la tolerancia al estrés hidrico inducido con PEG 6000.

Las variables morfolégicas altura de la planta y nimero de brotes por explante, las
fisiolégicas masa fresca y contenido relativo de agua, y la bioquimica contenido de prolina,
al ser analizadas de manera aislada, no permitieron diferenciar en plantas in vitro del cultivar
‘Grande naine’ (Musa AAA) transformadas con el gen ap24, la tolerancia al estrés hidrico
inducido con PEG 6000.

Las plantas del cultivar ‘Pelipita’ (Musa ABB) mostraron mayor tolerancia que las del
‘Manzano’ (Musa AAB) y del ‘Grande naine’ (Musa AAA) no transformadas, al estrés hidrico

inducido con PEG 6000 en condiciones in vitro.
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6. RECOMENDACIONES

1- Utilizar las variables bioquimicas y la variable fisiolégica masa seca para seleccionar lineas
transgénicas del cultivar de banano ‘Grande naine’ (Musa AAA) transformadas con el gen de
osmotina ap24, tolerantes a la sequia en la fase de cultivo in vitro.

2- Evaluar el contenido relativo de agua en futuros experimentos empleando hojas de plantas en
lugar de plantas completas.

3- Emplear para futuros experimentos otras variables indicadoras de tolerancia a la sequia, como
por ejemplo la determinacion de fésforo inorganico, conductividad eléctrica de las membranas
celulares y pérdida de electrolitos a través de las mismas, y determinacion de la actividad de
enzimas relacionadas con la defensa de las plantas ante el estrés oxidativo.

4- Evaluar la tolerancia a la sequia en condiciones de fase de aclimatizacion y campo, de las

lineas seleccionadas en el presente estudio como tolerantes al déficit hidrico.
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