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RESUMEN

La sequia haincidido negativamente en la agricultura, especialmente en aquellos cultivos con alta demanda
hidrica como las musaceas. Por ello, se trabaja en la busqueda de materiales vegetales con tolerancia. El
objetivo del presente trabajo fue caracterizar la respuesta fisiolégica de plantas de banano cv. ‘Pineo gigante’
(Musa AAA) regeneradas in vitro a partir de yemas irradiadas con rayos X, al estrés hidrico en casa de cultivo.
Se midieron las tasas de fotosintesis neta, la tasa de transpiracion, la conductancia estomatica y se determiné
el contenido de clorofila ay clorofila b, en plantas sometidas a 0, 24, 48, 72 y 96 horas sinriego. Las plantas
provenientes de yemas irradiadas tuvieron un comportamiento fisiologico diferencial tendiente a un mejor
manejo del agua y el mantenimiento de las actividades fotosintéticas en condiciones de estrés hidrico simulado.
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Physiological response to hydric stress of banana plants cv. ‘Pineo
Gigante’ (Musa AAA) regenerated from irradiated buds

ABSTRACT

Drought has adversely affected agriculture, especially in those crops with high water demand such as Musa.
Therefore, finding tolerant plant materials it is required. The aim of this study was to characterize the physiological
response of banana plants cv. ‘Pineo gigante’ (Musa AAA), in vitro regenerated from buds irradiated with X-rays, to
water stress at greenhouse. In plants subjected to 0, 24, 48, 72 and 96 hours without irrigation, rate of net
photosynthesis, transpiration rate and stomatal conductance were measured. Besides, the content of chlorophyll
a and chlorophyll b was determined. Plants from irradiated buds had a differential physiological behaviour tending
to a better water management and to the maintenance of photosynthetic activity under simulated water stress.
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INTRODUCCION

En Venezuela, el cultivo de bananos y platanos
(Musa spp.) representa el principal rubro frutal.
En el Gltimo censo agricola nacional se
registraron 20 503 unidades de produccién
agricola en el pais que involucran a 21 940
familias productoras de bananos. Estos datos
ratifican la importancia social del cultivo, sobre
todo si se toma en cuenta que las unidades de

produccion oscilaron entre 3 y 60 hectareas,
con un promedio de aproximadamente 11
hectareas. Ello evidencia que en el caso de
bananos, en su mayoria se trata de pequefios
y medianos agricultores (MPPAT, 2010).

Por otro lado, el déficit hidrico es un proceso
complejoy generalmente poco entendido, que
afecta a una alta proporcién de la poblacion y
ha presentado una tendencia a incrementarse



156

de manera irregular a través del tiempo, con
efectos acumulativos y residuales. La sequia
ha incidido negativamente en la agricultura,
especialmente en aquellos cultivos con alta
demanda hidrica como las musaceas.

En este sentido, es importante sefialar que la
temperatura y la humedad relativa del aire,
pueden tener un efecto directo e indirecto sobre
el crecimiento de las plantas. Dado que la
condicién de sequia, generalmente viene
asociada a temperaturas altas, puede ser
significativo el efecto negativo sobre procesos
fisiol6gicos como la respiracion, la
transpiracion, la divisién celular y la fotosintesis
(Cunha et al., 2009). La baja disponibilidad de
agua, en las muséceas puede conducir a un
retardo y disminucién en la floracién, para
garantizar el mantenimiento del crecimiento
vegetativo. En este sentido, Akinro et al. (2012)
establecieron la alta susceptibilidad de las
muséceas ante el déficit hidrico durante todas
las fases del crecimiento, y confirmaron la
necesidad de suministro constante de agua a
las musaceas comestibles.

El banano cv. ‘Pineo Gigante’ (Musa AAA) se
cultiva en las zonas productoras del centro de
Venezuela (MPPAT, 2010), y se ha
caracterizado por una alta susceptibilidad al
estrés hidrico. Dada la alta demanda hidrica,
ya establecida para las musaceas, el cultivo
de estos materiales vegetales ha requerido la
implementacion de riego. Esto afecta a los
pequefios y medianos productores, los cuales,
ante la imposibilidad de hacer frente a estos
costos de produccion, migran hacia otros
cultivos o abandonan la actividad agricola.

Ante lo anteriormente expuesto, es prioritario
desarrollar materiales vegetales de banano
con tolerancia a estrés hidrico, a fin de
favorecer a los pequefios y medianos
productores nacionales. Sin embargo, no se
encuentra tolerancia natural entre los
materiales de banano disponibles
comercialmente. Si se toma que en cuenta
gue la mayoria de los cultivares utilizados son
estériles, cualquier estrategia de
mejoramiento genético debera basarse en
métodos no tradicionales. En este sentido,
desde la década de los 90 en el siglo XX, se
estableci6o la posibilidad de inducir
mutaciones en banano utilizando radiacién
ionizante (Novak et al., 1990). De igual modo,
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Bidabadi et al. (2012) informaron del uso de
mutagénesis quimica para la obtencion de
materiales vegetales triploides de Musa
tolerantes a estrés hidrico.

En estudios previos se obtuvieron plantas de
banano cv. ‘Pineo Gigante’ (Musa AAA),
regeneradas in vitro a partir de yemas
irradiadas, las cuales crecieron en casa de
cultivo sometidas a condiciones simuladas de
estrés hidrico (Salazar, 2014). El objetivo del
presente trabajo fue caracterizar la respuesta
fisiolégica de estos materiales vegetales bajo
condiciones simuladas de estrés hidrico.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Setrabajé con 25 plantas de banano cv. ‘Pineo
Gigante’ (Musa AAA) regeneradas in vitro a
partir de yemas irradiadas con 30Gy de Rayos
X (Salazar, 2014) y seleccionadas por su
tolerancia a condiciones simuladas de estrés
hidrico (mutantes). Se compararon con 25
plantas del mismo cv. regeneradas in vitro a
partir de yemas no irradiadas (plantas control).

Caracterizacion de la respuesta fisioldgica

Las plantas crecieron en condiciones de casa
de cultivo en bolsas de polietiieno negro de 1
kg de capacidad con un sustrato compuesto
por tierra: arena (1:3), a fin de garantizar el
rapido drenaje del agua para la simulacién de
las condiciones de estrés hidrico.

Las plantas se mantuvieron en casa de cultivo
(832 £ 2°Cy 70% de humedad relativa). Después
de un ultimo riego a los 0, 1, 2 ,3 y 4 dias de
condiciones de estrés hidrico se realizaron
mediciones de la tasa de fotosintesis neta, asi
como del contenido de clorofila, la tasa de
transpiracion foliar y la conductancia
estomatica. Para tal fin se utiliz6 un equipo
portatil de medicion de fotosintesis marca CID
modelo CI-340. Las mediciones se realizaron
en la tercera hoja, y se tomaron tres medidas
de cada variable siempre a las 10 de la
mafiana.

Ademas, se cuantificé el contenido de
pigmentos fotosintéticos (clorofila a y clorofila
b) y para ello se colocaron 100 mg de tejido
foliar en un tubo de ensayo, se agregaron 10
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ml de etanol 80% y se marcd el nivel del liquido
en el tubo. Se colocaron los tubos a hervir
durante 10 minutos, y se completé nuevamente
el volumen perdido con etanol 80%. Se elimin6
el tejido, y el liquido fue analizado
espectrofotométricamente a 645 y 663 nm
respectivamente. Se usé etanol 80% como
blanco. Las concentraciones de clorofila a y
clorofila b se estimaron de acuerdo con las
ecuaciones propuestas por Bruinsma (1963),
donde se establece que:

Clorofila a= 12.7 XA, - 2.69 XA,
Clorofila b=22.9 xA_,,— 4.68 XA_,

Como control de la uniformidad de las
condiciones hidricas ambientales se estimé la
demanda evaporativa ambiental mediante el
uso de un atmdémetro de Piché. Se midié el
volumen de humedad evaporada en mililitros.
Afin de garantizar la condicién de estrés hidrico
en el suelo, se midid su contenido de humedad
mediante el uso de sensores de humedad de
matriz porosa en cada recipiente de cultivo.
Durante todo el eexperimento se garantizaron
las condiciones simuladas de estrés hidrico
(Salazar, 2014).

Los ensayos se realizaron bajo un disefio
completamente al azar y los resultados se
analizaron mediante un Andlisis de Varianza,
previa confirmacion de la distribucién normal
de los datos mediante la prueba de normalidad
de Shapiro-Wilks y la prueba de
homocedasticidad de las varianzas de Levene.
Se utilizaron 10 plantas de cada uno de los dos
grupos evaluados (irradiados y no irradiados)
para 0 y 5 dias bajo estrés.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se comprob6 que la tasa de fotosintesis neta
de las plantas obtenidas de yemas irradiadas
fue superior a la exhibida por las plantas control.
En ambos tratamientos se observdé un
incremento en la tasa de fotosintesis neta las
primeras 24 h posteriores a la supresion del
riego, lo cual se interpreta como una respuesta
adaptativa inicial ante las condiciones de estrés
oxidativo que se desencadenan por la falta de
agua. Las plantas control sufrieron a partir de
este momento un descenso brusco en la tasa
de fotosintesis neta, la cual continu6
decreciendo durante todo el experimento
(Figura 1).
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En las plantas provenientes de yemas
irradiadas, de igual forma, se observé una
disminucién en la tasa de fotosintesis neta
hasta las 48 h, menos drastica hastalas 72 hy
posteriormente exhibieron un aumento en esta
variable. El efecto se caracterizé por una
declinacion rapida de la tasa de fotosintesis en
las primeras horas bajo estrés. Esta
disminucién pudo estar relacionada con pérdida
de actividad de RuBisCo y de la eficiencia
cuantica del fotosistema Il de la fotosintesis.
Del mismo modo, aspectos metabdlicos que
ocasionaron dafios oxidativos a los cloroplastos
pudieran vincularese con esta pérdida de la
capacidad fotosintética. Otros autores han
informado resultados similares en otros
cultivos. Por ejemplo, Rzigui et al. (2013)
establecieron que bajo condiciones de estrés
hidrico, mutantes de Nicotiana sylvestris Speg.
& Come presentaron mayores tasas
fotosintéticas que los individuos silvestres de
la misma especie. En cualquiera de los dos
casos, la tendencia general fue a disminuir los
valores de las tasas de fotosintesis neta.

Por otra parte, la recuperacion en la tasa de
fotosintesis neta después de 72 horas podria
deberse a que la tasa de recuperacién de la
actividad fotosintética es mas lenta que la de
la actividad respiratoria. Esta dltima se
recupera casiinstantaneamente mientras que
la actividad fotosintética se recupera lenta 'y
gradualmente, sobre todo por la alta
sensibilidad del aparato fotosintético ante los
estimulos externos. Estos procesos de
reparacion de los fotosistemas pudiesen
estar implicados en la elevacion de la tasa de
fotosintesis neta posterior a las 72 horas bajo
estrés hidrico.

La tendencia en las plantas control fue a
incrementar levemente la tasa de transpiracion
durante las primeras 24 h, y luego se present6
una disminucién en este parametro similar al
observado en |a tasa fotosintética neta (Figura
2). Las plantas regeneradas a partir de yemas
irradiadas presentaron valores de transpiracion
menores que el control. El comportamiento fue
similar al observado para la tasa de fotosintesis
neta, sin embargo, no se not6é un incremento
de latranspiracion posterior a 72 h. Los valores
se mantuvieron bajos, con una tasa de
transpiracion foliar relativamente constante a
partir de las 72 horas de exposicion al estrés
hidrico.
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Figura 1. Tasa de fotosintesis neta en plantas de banano cv. ‘Pineo gigante’
(Musa AAA) sometidas a condiciones simuladas de estrés hidrico.
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Figura 2. Efecto de la exposicion a condiciones de estrés hidrico sobre la tasa de
transpiracion foliar de banano cv. ‘Pineo Gigante’ (Musa AAA).

Del mismo modo que las plantas control del
presente estudio, se ha referido por Gupta y
Berkowitz (1987) que plantas de diferentes
genotipos de Musa (AAA) redujeron
drasticamente la tasa de transpiracion
cuando fueron sometidas a condiciones de
estrés hidrico. Los menores valores
observados en las plantas provenientes de
yemas irradiadas pueden estar relacionados
con una menor pérdida de agua, como

estrategia adaptativa al estrés hidrico. Las
plantas control, a pesar que redujeron su tasa
de transpiracion, estaban perdiendo
cantidades de agua mucho mayores que las
eliminadas por las plantas provenientes de
yemas irradiadas, indicativo de mayor
susceptibilidad a las condiciones de estrés
hidrico. Este aumento en la tasa de
transpiracion se tradujo en una disminucion
de la tasa neta de fotosintesis.
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En este sentido, Siddique et al. (2000)
indicaron que la exposicion de plantas de
musaceas a condiciones de estrés hidrico,
reducian drésticamente la tasa de
transpiracion foliar, con un consecuente
incremento sobre la temperatura foliar. Sin
embargo, Masle et al. (2005) establecieron
gue existia un control genético especifico
para las respuestas transpiratorias de las
plantas. Por lo tanto, el comportamiento
diferencial observado entre las respuestas de
las plantas provenientes de yemas irradiadas
y las de las plantas control podria deberse a
expresion de genes especificos para el
control de la transpiracién, tales como el gen
MusaWRKY71, el cual media los procesos
de respuesta adaptativa de plantas de
banano hacia el estrés oxidativo o la
tolerancia de estrés abidtico. Este tipo de
interaccién podria explicar el hecho de que a
pesar de tener menor tasa de transpiracién,
y por ende de intercambio gaseoso, las
plantas provenientes de yemas irradiadas,
tuvieran una mayor tasa de fotosintesis. Este
aspecto requiere de mayor profundizacion en
estudios posteriores.

Se observé que las plantas control tuvieron una
tendencia a incrementar la conductancia
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estomética de manera inmediata a la induccion
de la condicién de estrés hidrico para luego
tener una ligera disminucién a las 48 horas. Por
otro lado, en las plantas provenientes de yemas
irradiadas se observd una disminucién de la
conductancia estomatica a las 24 horas, y una
reduccién drastica hacia las 48 horas bajo
estrés (Figura 3). Se ha demostrado que las
condiciones de estrés hidrico tienden a inducir
una disminucién en los pardmetros de
intercambio gaseoso, como estrategia de
disminuciéon de la pérdida de agua, y por
consecuencia se afecta la fotosintesis (Lawlor
y Cornic, 2002).

Se ha establecido por diferentes autores que
la disminucién de la conductancia estomatica
conduce a una disminucién en la fotosintesis
neta, pero que dependiendo de la condicién de
estrés y de la concentracion atmosférica del
dioxido de carbono (CO,), factores metabolicos
podrian ejercer su efecto haciendo mas
compleja la interpretacion del comportamiento
fisiolégico de las plantas. Entre las rutas
metabdlicas que pueden intervenir en este
proceso, la biosintesis de a-tocoferoles, entre
otros isoprenoides plastidicos, parece jugar un
papel importante en la respuesta adaptativa al
estrés (Loyola et al., 2012).

Conductancia estormnatica (mmaolfm2fs)

| antas control

43 72 a6

Tiempo (h)

| de yemas iradiadas

Figura 3. Efecto de la exposiciéon a condiciones de estrés hidrico sobre la conductancia
estomatica de plantas de banano cv. ‘Pineo gigante’ (Musa AAA) Musa AAA cv. ‘Pineo gigante'.
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En opinién de Ravi et al. (2013), la tolerancia al
estrés hidrico dependeria de la capacidad que
tengan los genotipos de mantener las funciones
vitales en las condiciones de baja disponibilidad
de agua e intercambio gaseoso. En este
sentido, se ha considerado fundamental la
recuperacion de la hidratacion de las células 'y
de las plantas en condiciones de bajos
potenciales hidricos. Al comparar las tres
variables anteriores (Figuras 1-3), se observa que
las plantas provenientes de yemas irradiadas,
redujeron la capacidad de pérdida de agua, pero
fueron capaces de mantener una tasa de
fotosintesis neta mayor que las plantas control.
Al final del periodo de estudio bajo condiciones
de estrés, se observé una recuperacion tanto de
la fotosintesis neta como de la conductancia
estomética, lo que pudiera explicar la tolerancia a
estrés hidrico, observada en estas plantas, desde
el punto de vista fotosintético.

De igual modo, se apreci6 que el
comportamiento de la tasa de fotosintesis neta,
parece estar mas influenciada por la tasa de
transpiracion, y por ende del intercambio gaseoso,
gue por el comportamiento de la conductancia
estomética. Lo anterior, se hace mas evidente
en las plantas control que en las provenientes de
yemas irradiadas. Otro aspecto de importancia
fue el manejo de los pigmentos fotosintéticos
durante el estrés (Tabla 1).

El andlisis Shapiro-wilks arrojé un valor W de
0.90, 0.94 y 0.91 para clorofila a, clorofila b y
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clorofila total respectivamente, demostrandose
la distribucién normal de los resultados. El
andlisis de varianza demostré que no existieron
diferencias significativas entre los tratamientos,
pero que si en el contenido de las tres variables
analizadas para el caso de los dias bajo estrés
hidrico. Sin embargo, es importante recalcar
gue en el caso del presente experimento las
diferencias observadas en los valores
obtenidos para los dos dias analizados
pudiesen deberse a diferencias en el tiempo
de incubacién de las muestras.

Olivares (2005) indicé un incremento en los
valores de pigmentos clorofilicos de
Nothofagus dombeyi (Mirb.) Oerst por efecto
del estrés hidrico, comportamiento similar al
exhibido por los dos tipos de plantas de Musa
en el presente estudio. Sin embargo, no se
encontraron cambios en la relacion clorofila a/
clorofila b en N. dombeyi, mientras que en el
caso de Musa la relacién entre los dos
pigmentos aument6 de manera significativa y
se favoreci6 la concentracion de la clorofila a.
Esto parece indicar, que se favorece la
produccién de pigmentos captadores de la
energia fotdnica, por encima de los pigmentos
encargados de la fotoproteccion, quizas como
estrategia de mantenimiento de la fotosintesis
en condiciones limitadas de agua y de
intercambio gaseoso. En estas condiciones lo
gue se favorece generalmente es el transporte
ciclico de electrones para seguir produciendo
ATP y equivalentes reductivos.

Tabla 1. Contenido de pigmentos fotosintéticos en plantas de banano cv. ‘Pineo gigante’ (Musa
AAA) sometidas a condiciones de estrés hidrico en casa de cultivo.

Tipo de planta Dias bajo Clorofila a Clorofila b Clorofila total
estrés
Plantas control 0 1.89+0.71b 157 £0.58b 3.46 +1.23b
5 5.77+141a 3.31+0.48a 9.07 £ 2.08a
Plantas de regeneradas de 0 235+0.94b 1.48 £0.54b 3.84 +£1.48b
yemas irradiadas
5 499+20la 259+124a 7.59 £2.71a

Medias con letras iguales en cada columna indican que no existen diferencias significativas entre
los tratamientos segun la prueba de rangos mdltiples de Tukey p<0.05.
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También muchos carotenoides pasan a
convertirse en xantofilas para protegerse de
la fotoxidacion. Del mismo modo, parece ser
un indice indirecto de una baja fotooxidacién
de los pigmentos, razén por la cual se piensa
gue las alteraciones fotosintéticas no se
deben a problemas con la sintesis de los
pigmentos. Por otro lado, al comparar las
proporciones de los dos tipos de clorofila
analizadas, se comprob6 que las plantas
control incrementaron el contenido de
clorofila a en aproximadamente 10%,
mientras que las plantas provenientes de
yemas irradiadas modificaron el contenido de
clorofila a en 4.5%. No obstante, la proporcién
de clorofila a/clorofila b siempre fue superior
en el caso del material vegetal irradiado. Se
espera que ante condiciones de estrés
hidrico severas, los niveles de los pigmentos
fotosintéticos disminuyan (Yong et al., 2012);
sin embargo, en la presente investigacion el
contenido de clorofila a se incrementé.

Dalal y Tripathy (2012) establecieron que el
estrés hidrico influia en la expresion de genes
relacionados con la biosintesis de las
clorofilas, y es posible los niveles de
irradiacion utilizados estimulen la formacion
de los pigmentos fotosintéticos, y no
favorezcan su fotoxidacion. El mantenimiento
de la concentracion de los pigmentos
fotosintéticos parece indicar que las
modificaciones en el proceso de fotosintesis,
se deben a factores metabdlicos
relacionados con la fisiologia del proceso. El
estrés hidrico en los genotipos susceptibles
implica una mayor permeabilidad del O, hacia
el interior de las células vegetales, por ello, en
los cloroplastos el entorno de la Rubisco puede
tener una mayor concentracion de O, en lugar
de CO, y con ello se favorece la actividad
oxigenasaen lugar de la actividad carboxilasa.

CONCLUSIONES

Los materiales vegetales tolerantes
procedentes de yemas irradiadas se
caracterizaron por una mayor tasa de
fotosintesis neta que las plantas control
provenientes de yemas no irradiadas.
Ademas, presentaron una disminucion
drastica de la misma en las primeras 48
horas bajo estrés. A partir de las 72 horas se
comenzO6 a notar un incremento en la tasa
de fotosintesis neta de los tolerantes
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(irradiados), no asi en las plantas susceptibles
procedentes de yemas no irradiadas. Este
comportamiento parece estar asociado a
dafios en el fotosistema Il el cual parece tener
la capacidad de recuperacion a partir de las 72
horas, exclusivamente en las plantas irradiadas.
De igual modo, las plantas mutantes tuvieron
menor tasa de transpiracion que las no
irradiadas, y el comportamiento de la
conductancia estomatica fue similar al de la
tasa fotosintética en los mutantes tolerantes,
mientras que las plantas provenientes de
yemas no irradiadas tuvieron un
comportamiento completamente diferente en
este Ultimo parametro.
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