387

Anuario de Investigaciéon 2015

Efectos del PEG-6000 como simulador del estrés hidrico en tres variedades
de musaceas cultivadas bajo condiciones in vitro

Resumen

El propésito de la investigacion fue determinar la respuesta in
vitro de tres cultivares de musdceas, guineo de seda (AAA), ma-
joncho “San Andrés” (ABB) y platano enano (AAB), bajo distin-
tas dosis de PEG-6000 como estresante de la presiéon osmotica
normal o ideal. Se utilizaron cormos de hijos de espada de los
tres cultivares.

En el laboratorio los cormos se redujeron a 10 cm. para luego
ser sometidos a desinfeccion. En camara estéril se brindaron tres
enjuagues con agua desmineralizada estéril. Luego, se procedid
a realizar el corte de las yemas de forma longitudinal y transver-
sal para obtener el meristema apical. Estos explantes fueron ino-
culados en medio de cultivo nutritivo MS (Murashige & Skoog,
1962). Las dosis de PEG utilizadas durante todas las fases fueron
0.0, 5.0, 7.5 y 10%. El fotoperiodo de incubacién fue de 16 horas
de luz y 8 de oscuridad, con 1350 lux de intensidad, con tempe-
ratura minima de 24 °C y maxima de 26 °C.

En la etapa de establecimiento se evalud el porcentaje de super-
vivencia, encontrandose mejor adaptacion en los tratamientos
sin PEG. Se realizaron dos ciclos de multiplicacion en los que se
evaluo la tasa de produccién de brotes, la cual fue menor en el
segundo ciclo. En la fase de desarrollo y enraizamiento se evalu6
el nimero de hojas, altura de planta (cm.), nimero y largo de rai-
ces (cm.). El numero de hojas fue relativamente estable en todos
los tratamientos y en los tres cultivares. La altura de planta fue
levemente mayor en majoncho con un promedio de 5.3 cm. Por
otra parte, el nimero de raices fue menor con las dosis de 10% en
los cultivares de todos los tratamientos.
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Abstract

The purpose of the research was to determine the answer in vi-
tro of three musacea cultivars, yellow bananas (AAA), majoncho
“San Andrés” (ABB) and dwarf banana (AAB), under different
doses of PEG-6000 causing the normal or ideal osmotic pressure.
Children sword corms from the three cultivars were used.

In the lab, the corms were reduced to 10 centimeters and later
were disinfected. In the sterile chamber, they were rinsed with
demineralized water. Later, it was proceed to cut the yolk in a
transversal and longitudinal form to get the apical meristem.
These explants were inoculated in the middle of the nutritive
cultivation MS (Murashige & Skoog, 1962) The PEG doses used
during all the phases were 0.0, 5.0, 7.5 and 10%. The incubation
photoperiod was 16 light hours and 8 in the dark with 1350 lux of
intensity, with a minimum temperature of 24°C and a maximum
of 26°C.

In the establishing stage, the survival percentage was evaluated,
finding a better adaptation of the treatments without PEG. Two
multiplication cycles were performed and the outbreak produc-
tion rates were evaluated, which was smaller in the second cycle.
In the development and rooting phase, it was evaluated the num-
ber of leaves, height of the plant (cm.), number and length of the
roots (cm). The number of leaves was relatively stabled in all the
treatments and in the cultivars. The plant height was slightly hig-
her in majoncho with an average of 5.3 cm. On the other hand,
the number of roots was smaller with the 10% dose in the culti-
vars in all the treatments.

Key words: Polietilenglicol (PEG 6000), hydric stress, musaceae,

in vitro cultivation
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1. Introducciéon

El estrés hidrico es el factor ambiental que mayormen-
te limita la produccion vegetal a nivel mundial, debi-
do a que impide el adecuado crecimiento, desarrollo y
rendimiento de los cultivos (Garcia et al., 2004; Valla-
dares et al., 2004).

En nuestro pais y en el mundo entero, el cambio cli-
matico esta provocando una significativa disminu-
cion de la calidad y cantidad de alimentos; asi como
la calidad del medio ambiente. Se sabe que el sector
agricola es uno de los que mas consumen agua y que
la mayoria de plantaciones son regadas de forma arte-
sanal e incluso las que cuentan con sistemas de riego
tecnificado no hacen uso eficiente del agua, llegando
en muchas regiones a sobrepasar el limite de aprove-
chamiento del agua. Esto ha provocado también la so-
breexplotacion de los recursos hidricos superficiales y
subterraneos, lo cual afecta grandemente el ambiente
(Pérez, 2012).

Por esta situacion se hace necesario que las estrate-
gias de mejoramiento se encaminen a la obtencién de
cultivos resistentes a condiciones ambientales adver-
sas, de las cuales la limitacion de agua es la mas grave
(Covarrubias, 2007). El estrés hidrico es uno de los
factores mas limitantes para la produccion de musa-
ceas, ya que entre el 80 al 85% del peso fresco de una
planta es agua, la cual es necesaria primordialmente
para la formacién de frutos. Se estima que el 85% de la
plantacion mundial de musaceas procede de parcelas
pequefias y huertos familiares (FAO/2011, Cit/Pérez,
2012), los cuales dificilmente tienen acceso a sistemas
de riego tecnificados que hacen uso eficiente del agua.
En el caso de las musaceas, que son uno de los ali-
mentos mas nutritivos y preferidos por el pueblo sal-
vadorefo, presentan una gran limitante con respecto a
las condiciones climaticas, puesto que demandan alta
intensidad luminica, bastante humedad y suelos con
buen drenaje (Wagner et al., 1985).

En esta investigacion se estudié el comportamiento
in vitro de tres diferentes cultivares de musaceas (gui-
neo de seda, platano enano y majoncho “San Andrés”)
en distintas concentraciones del agente estresante del
contenido hidrico por excelencia, como es el Polieti-
lenglicol-6000 (PEG) (Guia, 1998/Cit. por Garcia et
al., 2004), bajo condiciones de laboratorio, para de-
terminar la posibilidad de encontrar algun tipo de to-
lerancia o resistencia al estrés hidrico en algunas de
ellas; evaluandose desde la fase de establecimiento,
multiplicacién, desarrollo y enraizamiento.

2. Metodologia
2.1 Introduccion del material

El material inicial fueron 20 cormos de “hijos de es-
pada” de cada uno de los tres cultivares de guineo de
seda (AAA), platano enano (AAB) y majoncho “San
Andrés’(ABB), recolectados de parcelas de produc-
tores agricolas. El dia uno se realizé la introduccién
del material en el laboratorio. Para eso, los cormos se
redujeron con cuchillo hasta una altura de 10 cm. para
luego ser sometidos a desinfeccion. Primero, se rea-
liz6 un lavado con el agente surfactante Tween 80, a
razon de 3 gotas por 100 ml de agua. Reduciéndose
nuevamente con cuchillo hasta aproximadamente 1
cm de didmetro y 3 de altura. Luego, se sumergieron
en una solucién de hipoclorito de sodio (lejia comer-
cial) al 5.25% durante 15 minutos.

En ese momento el material se llevo a cdmara estéril,
donde se brindaron tres enjuagues con agua desmine-
ralizada estéril. Luego, se procedi a realizar el corte de
las yemas de forma longitudinal y transversal para ob-
tener el meristema apical de aproximadamente 1 cm2.

Este material fue inoculado en medio de cultivo MS
(Murashige & Skoog, 1962), con 3 mg/l de la citoqui-
nina BAP (Bencilaminopurina), ajustando a un pH
de 5.8. Las dosis de PEG utilizadas durante todas las
fases fueron 0.0, 5.0, 7.5 y 10%. El fotoperiodo de in-
cubacién fue de 16 horas de luz y 8 de oscuridad, con



1350 lux de intensidad, con temperatura minima de
24 °C y maxima de 26 °C. Cada una de las etapas o
fases del proceso de micropropagacion tuvo una du-
racion aproximada de 30 dias. El disefio experimental
utilizado fue completamente al Azar con cinco repeti-
ciones. El analisis estadistico de los datos fue Analisis
de Varianza (ANOVA), con comparacién de medias
por Tukey y Test de Rangos Multiples. Se emple6 el
programa estadistico Statgraphics Centurion XVI.I.

2.2 Multiplicacion

Esta etapa se realizo en dos ciclos para contar con su-
ficiente material para los ensayos, asi como para com-
parar las tasas de multiplicacion en cada uno de los
tratamientos. En todos los casos, se empleo el medio
de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962) con 3 mg/l
de BAP en dosis de PEG-6000 antes mencionadas. El
fotoperiodo también fue de 16 horas luz y 8 de oscu-
ridad con 1350 Lux de intensidad, con temperaturas
entre 24- 26°C.

2.3 Fase de desarrollo y enraizamiento

En las musaceas, generalmente, estas etapas se fu-
sionan en una sola, puesto que tienden naturalmen-
te a enraizar al ser suprimidas las citoquininas del
medio de cultivo, por lo que el medio nutritivo con-
sistio también en las sales y vitaminas MS (Muras-
hige & Skoog, 1962), pero sin reguladores de creci-
miento, conservando las dosis de PEG utilizadas en
las fases anteriores.

3. Resultados

Para la fase de establecimiento, en el caso de los tres
cultivares, el mayor porcentaje de supervivencia se
obtuvo con el tratamiento uno que contenia la dosis
de 0% de PEG, como es de esperar, debido a que al
no existir un agente estresante del sistema hidrico en
el medio de cultivo, el material vegetal se desarrolld
sin inconvenientes en los tres cultivares (Figura 1).
En este caso, fue mejor el majoncho con un 95% de
supervivencia (Figura la). El segundo lugar de super-
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Figura 1. Gréfico del porcentaje de supervivencia de tres culti-
vares de musaceas al final de la etapa de la fase de establecimien-
to, en condiciones de estrés hidrico utilizando distintas dosis de

PEG, a) guineo (AAA), majoncho (ABB), platano enano (AAB).

vivencia corresponde al tratamiento dos, con la dosis
de 5.0 % de PEG con un 80% de supervivencia en el
caso del guineo, variando los porcentajes con tenden-
cia a disminuir en el resto de cultivares (Figuras 1b y
1c). En tercer lugar de supervivencia se encuentra la
dosis de 7.5% de PEG, es decir, el tratamiento tres y en
ultima instancia estd el cuarto tratamiento, correspon-
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diente a la dosis de 10% de PEG, parametro comun de
poca supervivencia en los tres cultivares.

Se realizaron dos ciclos de multiplicaciéon. En estas
etapas se evaluo la tasa de multiplicacién de cada do-
sis segun el cultivar (Figura 2). En general, se observa
que en la primera fase de multiplicacién hubo mayor
cantidad de brotes producidos que en la segunda, a
excepcion de los tratamientos con 0% de PEG, en el
que de manera natural tiende a incrementarse la can-
tidad de brotes producidos.

No obstante, esta situacién ocurre al contrario cuan-
do se trata del majoncho (Figura 2b). La mayor tasa
de multiplicacion se obtuvo en el platano enano con
una media de 3.5 (Figura 2c). Sin embargo, de mane-
ra general fue el cultivar que presenté menor nimero
de brotes regenerados al incluir cualquier dosis de
PEG en el medio de cultivo con diferencias significa-
tivas (p 0.01).
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Figura 2. Gréfico de comparacién entre dos fases de multipli-

cacion de musaceas de tres cultivares de musaceas con bajo dis-

tintos tratamientos de PEG, siendo guineo (AAA), majoncho

(ABB) y platano enano (AAB). La significancia estadistica se
evalué al 5%.

Para la fase de desarrollo y enraizamiento se evalua-
ron los parametros: nimero de hojas, altura de planta
(cms.), numero de raices y largo de raices (cms.). En
cuanto al nimero de hojas producidas al final de esta
fase, se tiene que, para el caso del guineo, se regenerd
un mayor nimero de hojas con la dosis de 7.5%, con
un nimero de 4.6 hojas/planta. No obstante, sin dife-
rencias estadisticas (Figura 3a).

Para el caso del majoncho, casi todo estuvo uniforme,
variando entre 4.8 y 5.0 hojas por planta (Figura 3b).
En platano, el mayor nimero de hojas se obtuvo con
la dosis de 5% de PEG, con una media de 5.6 hojas sin
diferencias estadisticas (Figura 3c).

En cuanto a la altura de planta por tratamiento, con
guineo, la maxima se alcanzé con 0% de PEG, con una
media de 5.4 cms. de altura sin diferencias estadisti-
cas. En el caso del majoncho, el mejor resulto ser el de
5% de PEG con una media de 6.5 cm con diferencias
significativas. En el platano las mejores alturas se al-
canzaron con dosis de 5% y 7.5% de PEG sin diferen-
cias estadisticas.



En la variable nimero de raices, para el caso del gui-
neo, fue mejor en el tratamiento de 0% de PEG con
una media de 5.6 raices/planta, sin diferencias esta-
disticas. Para majoncho fue similar la produccién de
raices en los cuatro tratamientos, con un leve incre-
mento en la dosis de 5%, y para el platano enano.
También se obtuvo un leve incremento en la dosis de
5% de PEG, al igual que en el caso del majoncho, sin
deferencias estadisticas.

En el largo de raices, para el caso del guineo, las de
mayor longitud se obtuvieron con el tratamiento 0%
de PEG, con una media de 8.3 cms., sin diferencias
significativas entre los tratamientos. Con el majoncho
se obtuvo la mayor longitud de raices de los tres cul-
tivares y de todos los tratamientos con una media de
15.6 cms. y para el platano enano, la mayor longitud
se obtuvo con el tratamiento de 7.5% de PEG, con una
longitud de 8.8 cms., todo sin diferencias estadisticas.
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Figura 3. Graficos de Medias mostrando los parametros evalua-

dos en la fase de desarrollo y enraizamiento de tres cultivares

musaceas en condiciones de estrés hidrico, bajo distintas dosis

de PEG-6000, siendo guineo (AAA), majoncho (ABB) y platano
enano (AAB).

Otro parametro que se verificé fue el color de hojas,
aunque no se reportaron datos. Sin embargo, el color
de las mismas se mantuvo entre el verde oscuro y claro
y para las dosis mas altas de PEG, entre 5y 7.5%, se
obtuvieron algunas hojas amarillentas y café oscuro.
Enla Figura 4 se muestra ademas, una panoramica ge-
neral del crecimiento de los tres cultivares.
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Figura 4. Panordmica de tres cultivares de musaceas bajo condi-

ciones de estrés hidrico bajo distintas dosis de PEG 6000, a) pla-

tano enano (AAB), b) majoncho “San Andrés” (ABB), ¢) guineo
de seda (AAA).

4. Discusion

Para la fase de establecimiento, el mayor porcentaje de
supervivencia se obtuvo en todos los casos, con el tra-
tamiento uno, que no contenia PEG, logrando hasta el
95% como es el caso del majoncho. Es légico pensar
en este resultado, debido que al no existir un agen-
te estresante de la condicién osmética en el medio de
cultivo, el material vegetal se establecié sin mayores
inconvenientes, continuando en secuencia decrecien-

te de supervivencia hasta llegar a la dosis de 10% de
PEG, que en el caso del platano enano llegd a un 2%.
Es decir, que la relaciéon fue inversamente proporcio-
nal al incremento de dosis de PEG, correspondié una
disminucion en la supervivencia de los explantes.

En la fase de multiplicacion, los explantes de mane-
ra natural tienden a incrementarse en numero segun
transcurren los ciclos. Sin embargo, al incluir PEG en
los medios de cultivo, se observa una disminucién en
la produccién durante la segunda fase, esto podria de-
berse a que los tejidos con el transcurrir del tiempo
hayan acumulado mayores niveles de PEG o al menos
siendo menos tolerante al mismo; situacién similar
sucedio con arroz (Oriza sativa) (Garcia et al., 2004)
y maiz (Zea mays). En este tltimo, se report6 que al
tercer ciclo de estar en medios nutritivos conteniendo
PEG se redujo el peso de los brotes regenerados (Cas-
tro-Montes et al., 2009). En este caso, los tratamientos
que no incluyeron PEG si incrementaron su nimero,
en el caso del guineo y del platano. El platano fue el
cultivar con mayor tasa de multiplicacion siendo 3.5.
No obstante, el nimero de brotes siempre fue menor
comparativamente con los otros cultivares.

En la fase de desarrollo y enraizamiento el nimero de
hojas se mantuvo entre cuatro y cinco por planta en
todos los tratamientos. La misma situacidn se reportd
en maiz, donde los tratamientos con distintas dosis de
PEG-8000 no variaron en el nimero de hojas produ-
cidas con respecto a los que no lo contenian (Castro-
Montes et al., 2009).

En cuanto a la altura de planta, la medida menor fue
de 4.0 cm, correspondiendo en los tres cultivares, a
la dosis mas alta de PEG, siendo 10%. Este compor-
tamiento parece légico puesto que entre mayor sea
la concentracion del agente estresante de la condi-
cién osmdtica, a la planta se le hace mas dificil la su-
pervivencia y por ende mantener las caracteristicas
morfoldgicas normales. En otro estudio con Musa
acuminata AAA, ocurrié que las plantas sometidas a
déficit hidrico presentaron una disminucién de altu-



ra de 13.5% con respecto a plantas control (Serrano,
2005). Situacion parecida se ha encontrado en maiz
(Castro-Montes et al., 2009), en donde lineas de maiz
sometidas a condiciones de estrés hidrico presentaron
alturas disminuidas entre el 10 y 20% con respecto a
los tratamientos sin PEG-8000.

Sobre el numero y largo de raices se puede mencio-
nar que tampoco fueron pardmetros significativos,
solamente que en platano enano los tratamientos que
no contenian PEG tuvieron menor cantidad de raices
regeneradas y una menor longitud. De los tres culti-
vares, el majoncho fue el que presentéd mayor largo de
raices, sin importar la dosis de PEG. De hecho, los tra-
tamientos que lo incluyeron tuvieron una mayor lon-
gitud. No obstante, sin incidencia significativa. Segtin
mencionan los autores del trabajo de maiz y también
observado en girasol (Turhan y Baser, 2004/Cit. por
Castro-Montes et al., 2009), se pueden obtener distin-
tas respuestas morfoldgicas de cultivos in vitro al ser
sometidos a estrés. Similar resultado se ha observado
en esta investigacion con respecto a los cultivares de
musdceas evaluados.
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Una vez establecidos in vitro los tres cultivares de mu-
sdceas mostraron, en general, respuesta positiva com-
parable a la de los tratamientos sin estrés osmdtico.
Por lo que se puede decir que la seleccion por toleran-
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Sin embargo, se puede decir que el porcentaje de su-
pervivencia fue mejor para guineo, la mejor tasa de
multiplicaciéon se obtuvo con platano enano y que en
la fase de desarrollo fue mejor tolerada por platano
enano y por majoncho.
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