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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de biofertilizantes y medios de cultivo sobre la tolerancia al establecimien-
to aséptico y la induccién de la organogénesis en banano. Se utilizaron explantes de hijuelos de dos genotipos de Musa
cavendish AAA, cultivares ‘Clon Francés’ y ‘Clon Oaxaquefio’. Se evaluaron tres aplicaciones de biofertilizante (1 g de
Glomus intraradices, 1 ml de la bacteria diazotréfica 11B y la interaccion de ambos microorganismos) y una sin biofertili-
zantes. Se sembraron los apices en tres medios de cultivo: MS sin reguladores de crecimiento, MS adicionado con 22.2
MM de bencilaminopurina (BAP) y MS adicionado con 11.4 yM de acido indolacético (AlA) y 22.2 uM de BAP. Se midieron
las relaciones hidricas, el contenido de catalasa y peroxidasa, los explantes con brotes y los brotes por explante. En ambos
clones se elevo la induccion de la organogénesis con la adicion de BAP y por la biofertilizacion previa de los hijuelos. En el
‘Clon Oaxaqueno’ los tratamientos 6, 8 y 11 indujeron mayor organogénesis, con promedios entre 66 y 71 % de explantes
con brotes y entre 3.16 y 2.28 brotes por explante. Para el ‘Clon Francés’ los tratamientos 8 y 9 elevaron la induccion de
la organogénesis con promedios de 66 hasta 83 % de explantes con brotes y 1.83 a 2.16 brotes por explante. En ambos
genotipos, los biofertilizantes propiciaron mayor porcentaje de supervivencia, mayor tolerancia a la oxidacion y menor
contaminacion. En los dos genotipos, los tratamientos 1 (Glomus intraradices) y 4 (Testigo) produjeron menos estrés en
las plantas.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES: Musa cavendish, Glomus intraradices, diaz6trofo, morfogénesis.

EFFECT OF BIOFERTILIZERS ON TOLERANCE OF BANANA TO DISINFECTION
AND INDUCTION OF ORGANOGENESIS

ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the effect of biofertilizers and culture media on the tolerance to aseptic
establishment and induction of organogenesis in banana tree. Explants from suckers of two genotypes of Musa cavendish
AAA, cultivars ‘French Clone’ and ‘Oaxaqueiio Clone’, were used. Three applications of biofertilizer were evaluated (1 g of
Glomus intraradices, 1 ml of diazotrophic bacterium 11B and the interaction of both microorganisms) and one without bio-
fertilizers. The apices were disinfected and sown in the three culture media: MS without growth regulators, MS added with
22.2 UM of indolacetic acid (IAA) and 22.2 uM of benzylaminopurine (BAP). Measurements were made of the water rela-
tions, the content of catalase and peroxidase, the explants with shoots and shoots per explant. In both clones the induction
of organogenesis was increased with the addition of BAP and by previous biofertilization of the suckers. In the Oaxaquefio
clone, treatments 6, 8 and 11 induced greater organogenesis, with averages between 66 and 71 % of explants with shoots
and between 3.16 and 2.28 shoots per explant. For the French clone, treatments 8 and 9 increased the induction of orga-
nogenesis with the addition of BAP with averages of 66 to 83 % of explants with shoots and 1.83 to 2.16 shoots per ex-
plant. In both genotypes, the biofertilizers propitiated higher percentage of survival, higher tolerance to oxidation and less
contamination. In the two genotypes, treatments 1 (Glomus intradices) and 4 (Control) produced less stress in the plants.

ADDITIONAL KEYWORDS: Musa cavendish, Glomus intraradices, diazotrophs, morphogenesis.
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INTRODUCCION

El banano (Musa cavendish AAA) es un cultivo de im-
portancia en México y en el mundo. En la actualidad en-
frenta multiples problemas que impactan en los costos de
produccion, rendimiento y calidad del producto, lo cual ge-
nera pérdida de competitividad y, por lo tanto, de mercados
(Rosales, 2008).

Para atender dicha problematica, se han desarrollado
diversas alternativas, como el uso de genotipos con alto
rendimiento, aunque se necesita gran cantidad de propa-
gulos sanos de estos materiales. Para lograr esto ultimo, el
mejor método es la micropropagacion de plantas por culti-
vo de tejidos via organogénesis (Garcia et al., 2002; Peres
et al., 2008).

A pesar de los beneficios que presenta esta herra-
mienta, existen factores que impiden la estandarizacion de
un protocolo para la micropropagacion de banano, tales
como el genotipo, la tolerancia de los explantes al proce-
so de desinfeccion y a la induccion de brotes, asi como
un medio de cultivo inapropiado. Al no tener estos factores
controlados, se promueve gran porcentaje de oxidacion,
contaminacion y baja actividad morfogénica en los explan-
tes (Canchignia et al., 2008; Villegas et al., 2008). Lo ante-
rior también podria asociarse a las condiciones fisioldgicas
de las plantas madre en campo, por lo que el estado nutri-
mental y de estrés en que se encuentren podrian afectar la
respuesta morfogénica de los explantes.

Para atenuar el efecto de la falta de nutrimentos y el
estrés hidrico por sequia en plantas de banano, una alter-
nativa es el uso de biofertilizantes, que se refiere al uso de
microorganismos del suelo, como las micorrizas y las bac-
terias diazotréficas, para aumentar la disponibilidad y ab-
sorcion de nutrientes minerales para las plantas (Vessey,
2003). Ambos tipos de microorganismos presentan multi-
ples beneficios para las plantas hospedero, como aumento
en la eficiencia en la absorcion de nutrimentos y agua (Ra-
mirez y Rodriguez, 2012) y proteccion a las raices (Augé,
2004). El diazétrofo facilita el desarrollo de la raiz y del
follaje. Dicha estimulacion puede incluir la fijacién de nitro-
geno (Sessitsch et al., 2002), la produccion de enzimas ta-
les como ACC de aminasa, la cual reduce la concentracion
de etileno en la planta sin retardar el crecimiento radicular
(Mayak et al., 2004), sideroforos (Aliasgharzad et al., 2009;
Aguado-Santacruz, et al., 2012; Carson et al., 2000) y so-
lubilizacion de fosfatos (Roy-Bolduc y Hijri, 2010). Estos
beneficios se reflejarian en mayor tolerancia del explante
extraido del hijuelo ante la manipulacion durante el esta-
blecimiento aséptico, debido a que estara en mejores con-
diciones nutrimentales y sin estrés hidrico.

Otro factor que influye en la respuesta morfogénica
del explante son los componentes del medio de cultivo.
Uno de éstos son las fitohormonas, como la bencilamino-
purina y el acido indolacético (Garcia et al., 2002; Canchig-
nia et al., 2008), asi como los agentes antioxidantes adicio-
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Banana (Musa Cavendish AAA) is an important crop
in Mexico and the world. Presently it faces multiple pro-
blems that have impact on production costs, yield and
quality of the product, generating loss of competitiveness,
and therefore, of markets (Rosales, 2008).

To attend these problems, diverse alternatives have
been developed, such as the use of high yield genotypes,
although a large quantity of healthy propagules of these
materials is required. To achieve this amount, the best
method is the micropropagation of plants by tissue culture
via organogenesis (Garcia et al., 2002; Peres et al., 2008).

Despite the benefits presented by this tool, there
are factors that impede the standardization of a protocol
for the micropropagation of banana, such as genotype,
tolerance of the explants to the disinfection process and
to shoot induction, as well as an appropriate culture
medium. If these factors are not controlled, a great
amount of oxidation is promoted, as well as contamination
and low morphogenic activity in the explants (Canchignia
et al., 2008; Villegas et al., 2008). The above could be
associated with the physiological conditions of the mother
plants in the field, thus the nutrimental state and of stress
in which they are found could affect the morphological
response of the explants.

In order to attenuate the lack of nutrients and water
stress from drought in banana plants, one alternative is
the use of biofertilizers, which refers to the use of soil mi-
croorganisms, such as the mycorrhizae and diazotrophic
bacteria, to increase availability and absorption of mineral
nutrients for the plants (Vessey, 2003). Both types of mi-
croorganisms present multiple benefits for the host plants,
such as the increase of efficiency of absorption of nutrients
and water (Ramirez and Rodriguez, 2012) and protection
of roots (Augé, 2004). The diazotrophs facilitate the deve-
lopment of roots and foliage. This stimulation may include
the fixing of nitrogen (Sessitsch et al., 2002), production
of enzymes such as ACC of aminase, which reduces the
concentration of ethylene in the plant without delaying
root growth (Mayak et al., 2004 ), siderophores (Aliasghar-
zad et al., 2009; Aguado-Santacruz et al., 2012; Carson
et al., 2000) and solubilization of phosphates (Roy-Bolduc
and Hijri, 2010). These benefits will be reflected in hig-
her tolerance of the explants extracted from the sucker
to manipulation during the aseptic establishment, due to
the fact that it will be in better nutrimental conditions and
without water stress.

Another factor that influences the morphological res-
ponse of the explants are the components of the cultu-
re medium. Among these are the phytohormones, such
as benzylaminopurine and indolacetic acid (Garcia et al.,
2002; Canchignia et al., 2008), as well as the antioxidant
agents added to the culture medium, such as ascorbic
acid (Sanchez-Cuevas and Salaverria, 2004).
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nados al medio de cultivo, tales como el acido ascoérbico
(Sanchez-Cuevas y Salaverria, 2004).

Ya que los biofertilizantes aportan diferentes be-
neficios, se considera que su uso en hijuelos de banano
destinados al cultivo in vitro podria contribuir a mejorar
la tolerancia a la desinfeccién e incrementar la respuesta
morfogénica en las etapas de induccién de la organogé-
nesis. Actualmente no hay estudios en cuanto a los bene-
ficios del uso de biofertilizantes para el acondicionamiento
de plantas madre destinadas a ser micropropagadas. Por
esto resulta importante el estudio de la respuesta de los
genotipos de interés a los microorganismos y a los diferen-
tes componentes del medio de cultivo.

Por tal motivo, el objetivo del presente trabajo fue
evaluar el efecto de biofertilizantes y componentes del me-
dio de cultivo sobre la tolerancia a la desinfeccion y la
induccion de la organogénesis en banano.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion fue realizada en el Laborato-
rio de Biotecnologia e invernaderos del Campo Experimental
Rosario Izapa (CERI), perteneciente al Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP),
situado en el municipio de Tuxtla Chico, Chiapas, México
(14° 58 28.97” N, 92° 09’ 20.48” O, 443 msnm).

Material vegetal

Los explantes que se usaron provinieron de hijuelos
en espada, cuya primera hoja aun no se ha desplegado
pero ya es visible, pertenecientes a dos genotipos de Musa
cavendish AAA: ‘Clon Francés’ y ‘Clon Oaxaquefio’.

Recoleccion de hijuelos

Los hijuelos se obtuvieron de la plantaciéon de banano
y platano establecida en el campo “Los Alpes”, propiedad
de la Asociacion Agricola de Productores de Platano del
Soconusco, Chiapas, México (14° 50’ 12.29” N, 92° 19’
00.76” O, 61 msnm).

Los hijuelos colectados fueron de altura promedio de
58.8 cm y diametro del pseudotallo de 4.3 cm (Figura 1a).
El material vegetal se separ6 de la planta madre con un
pala recta, enseguida se eliminé el exceso de tierra y se
transporté al Laboratorio de Biotecnologia del INIFAP.

Acondicionamiento de hijuelos

Se obtuvieron 80 hijuelos por genotipo, los cuales se
sembraron en 1.5 kg de sustrato conformado por una mez-
cla esterilizada de suelo: turba de esfagno (v/v). Se usaron
macetas previamente lavadas con agua y detergente liqui-
do, que fueron posteriormente sumergidas en una solucion
de hipoclorito de sodio (NaClO) al 1.2 % durante tres minu-
tos, dspués de lo cual se dejaron secar.
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FIGURA 1. Hijuelos de banano. a) Hijuelo de espada establecido en
sustrato de turba y b) apice de plantula de banano desa-
rrollada después de 30 dias a partir de hijuelos de espada.

FIGURE 1. Suckers of banana. a) Tiller blade established in peat subs-
trate and b) apex of banana shoot developed after 30 days
from tiller shoots.

As the biofertilizers supply different benefits, it is con-
sidered that their use in banana suckers destined for in vitro
cultivation could contribute to improving tolerance to disin-
fection and increasing the morphogenic response in the sta-
ges of induction of organogenesis. Presently, there are no
studies with respect to the benefits of the use of biofertilizers
for the conditioning of mother plants destined for micropro-
pagation. Therefore, it is important to carry out studies of the
response of the genotypes of interest to the microorganisms
and the different components of the culture medium. The ob-
jective of the present study was to evaluate the effect of bio-
fertilizers and components of the culture medium on toleran-
ce to disinfection and induction of organogenesis in banana.

MATERIALS AND METHODS

The present investigation was carried out in the Biote-
chnology Laboratory and greenhouses of the Rosario Izapa
Experimental Field (CERI), of the Instituto Nacional de In-
vestigaciones Forestales , Agricolas y Pecuarias (INIFAP),
located in the municipality of Tuxtla Chico, Chiapas, Mexico
(14° 58’ 28.97° N, 92° 09’ 20.48° W, 443 masl).

Plant material

The explants that were used came from tiller blades,
whose first leaf has still not unfolded but is already visi-
ble, belonging to two genotypes of Musa Cavendish AAA:
‘French clone’and ‘Oaxacan clone’.

Collection of suckers

The suckers were obtained from the banana and plan-
tain plantation established in the “Los Alpes” field, proper-
ty of the Agricultural Association of Banana Producers of
the Soconusco, Chiapas, Mexico (14° 50’ 12.29” N, 92° 19’
00.76” W, 61 masl).

The suckers collected had an average height of 58.8 cm
and pseudostem diameter of 4.3 cm (Figure 1a). The plant
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En el momento de la siembra, los hijuelos fueron
inoculados de acuerdo a cuatro tratamientos previamen-
te establecidos, los cuales consistieron en 1 g de Glomus
intraradices (390 esporas-g™'), 1 ml de la bacteria diazotro-
fica Rhizobium 11B (1x108 células-ml"), la interaccion de
ambos microorganismos y la ausencia de biofertilizantes.
Cabe mencionar que la concentracion de esporas de Glo-
mus intraradices del in6culo usado fue determinada me-
diante el conteo de esporas realizado segun la metodolo-
gia descrita por Gerdemann y Nicolson (1963). Rhizobium
ha sido reportada por Vazquez-Ovando et al. (2012) como
biofertilizante que aumenta la calidad sensorial y fisicoqui-
mica en el banano en campo.

El acomodo de los tratamientos fue con base en un di-
sefilo completamente al azar con arreglo factorial 2 x 2 y 20
repeticiones por tratamiento para cada genotipo, tomando
en cuenta que un hijuelo fue una repeticion y la unidad ex-
perimental. Los hijuelos permanecieron en condiciones de
invernadero durante un mes con una temperatura prome-
dio de 32.8 °C y humedad relativa de 79.9 %. La humedad
del sustrato se mantuvo a capacidad de campo de acuerdo
al método gravimétrico.

Después de un mes se retiraron los hijuelos de la ma-
ceta con sustrato y se tomaron las muestras necesarias de
raiz para la determinacion del porcentaje de colonizacion
tanto de hongo micorricico Glomus intraradices como de
bacteria diazotréfica 11B. También se tomaron muestras
de hojas y raices para la evaluacion de las relaciones hidri-
cas y la actividad de las catalasas y peroxidasas.

La colonizacién de Glomus intraradices se confirmé
mediante el método de Giovanneti y Mosse (1960), para
lo cual previamente se realizo la tincion de las raices me-
diante la técnica de Phillips y Hayman (1970). En tanto, el
nivel de colonizacién bacteriano (Bacteria diazotrofica 11B)
interno de la raiz se determind usando la técnica del nume-
ro mas probable de Dobereiner (1992).

Induccién de organogénesis

Después de que se tomaron las muestras para las
evaluaciones en cada hijuelo, éstos se lavaron con agua
para eliminar el sustrato adherido y se redujo su tamano
hasta que se obtuvieron hijuelos de 40 cm de alto y 30 cm
de didmetro del cormo.

Posteriormente, se eliminaron las hojas que recubrian
el apice del hijuelo para obtener un explante inicial de 10
cm de alto y 5 cm de ancho (Figura 1b), el cual se coloco
en una solucion antioxidante/antifungica (0.1 g de acido as-
corbico, 0.15 g de acido citrico, 30 g de sacarosay 1 g de
azoxystobin al 30 % por cada litro de solucién). Enseguida,
se lavo la base del explante con la ayuda de un cepillo
dental de cerdas suaves y detergente liquido.

Luego se realiz6 otro corte, de tal manera que el ex-
plante tuviera 4 cm de alto y de 2 a 3 cm de ancho. Este

material was separated from the mother plant with a straight
spade, then the excess earth was eliminated and was trans-
ported to the Biotechnology Laboratory of the INIFAP.

Conditioning of suckers

Eighty suckers were obtained per genotype, which
were sown in 1.5 kg of substrate comprised of a sterilized
soil mixture: sphagnum peat (v/v). Pots that had been pre-
viously washed with water and liquid detergent were used,
which were later submerged in a solution of sodium hypo-
chlorite (NaCIO) at 1.2 % during three minutes, after which
they were left to dry.

At the moment of sowing, the suckers were inoculated
according to four previously established treatments, which
consisted in 1 g of Glomus intraradices (390 spores-g™'), 1 ml
of the diazotrophic bacteria Rhizobium 11B (1x108 cells-ml"),
the interaction of both microorganisms and the absence of
biofertilizers. It should be mentioned that the concentration
of spores of Glomus intraradices of the inoculum used was
determined through the use of spore count carried out ac-
cording to the methodology described by Gerdemann ad
Nicolson (1963). Rhizobium has been reported by Vazquez-
Ovando et al. (2012) as biofertilizer that increases the sen-
sorial and physicochemical quality in the banana in the field.

The accommodation of the treatments was based on a
completely randomized design with a factorial arrangement
of 2 x 2 and 20 replicates per treatment for each genotype,
considering that a sucker was a replicate and the experi-
mental unit. The suckers remained under greenhouse con-
ditions during one month with an average temperature of
32.8 °C and relative humidity of 79.9 %. The humidity of the
substrate was maintained at field capacity according to the
gravimetric method.

After one month the suckers were removed from the
pot with substrate and the necessary samples were taken
by the root to determine the percentage of colonization both
of mycorrhizal Glomus intraradices and diazotrophic bacte-
ria 11B. Samples of leaves and roots were also taken for
the evaluation of the water relations and the activity of the
catalases and peroxidases.

The colonization of Glomus intraradices was confir-
med through the method of Giovanneti and Mosse (1960),
for which the staining of the roots was previously carried
out using the technique of Phillips and Hayman (1970). The
level of internal bacterial colonization (Diazotrophic bacte-
rium 11B) of the root was determined using the technique of
the most probable number of Débereiner (1992).

Induction of organogenesis

After the samples were taken for the evaluations in
each sucker, they were washed with water to eliminate the
adhered substrate and their size was reduced until suckers
of 40 cm high and 30 cm of corm diameter were obtained.

Efecto de biofertilizantes...



explante se colocd en la solucién antioxidante/antifungica
esterilizada y se le dio un tratamiento de ocho minutos en
bomba de vacio.

Después del tratamiento anterior, el explante se des-
infectd mediante su inmersién en una solucion de NaClO al
4 % durante 15 minutos. Una vez transcurrido este tiempo,
se enjuagd con agua destilada esterilizada y se realiz6 un
corte adicional para obtener el explante final de 1 cm de
alto y 0.8 cm de ancho. Este explante final se desinfec-
t6 nuevamente en una solucion de NaClO al 4 % durante
cinco minutos y se realizaron cuatro enjuagues con agua
destilada esterilizada.

Con la finalidad de inducir la organogénesis, los ex-
plantes de los cuatro tratamientos de biofertilizacion se
sembraron en tres medios de cultivo: medio MS (Murashi-
ge y Skoog, 1962; M1), medio MS adicionado con 22.2 uM
de bencilaminopurina (BAP; M2) y medio MS adicionado
con 11.4 uM de acido indolacético (AlA) y 22.2 uM de BAP
(M3). Cada medio base fue adicionado con 0.1 g-litro" de
inositol, 0.5 mg-litro™* de acido nicotinico, piridoxina y tiami-
na, 2 mg-litro™ de glicina y 30 g-litro™ de sacarosa. En los
tres medios de cultivo el pH se ajusto6 a 5.6.

Se tuvo un total de 12 tratamientos. Por cada uno de
ellos se usaron entre seis y siete repeticiones, tomando
en cuenta que un hijuelo representa una repeticién. Los
tratamientos se acomodaron de acuerdo a un disefio com-
pletamente al azar con arreglo factorial, y la incubacién se
llevd a cabo a 26 °C £ 1y 16 horas luz.

Evaluacion

Después del proceso de desinfeccion de los hijuelos se
evaluo el grado de oxidacién, con base en el porcentaje de
tejido necrosado que se observaba en los explantes finales,
asi como las relaciones hidricas (potencial hidrico, osmético
y de turgencia), de acuerdo con la metodologia descrita por
Chandler y Thorpe (1987) modificada durante el presente
trabajo. Se tomaron muestras de aproximadamente 5 mm
de diametro de tejido vegetal (hoja o cormo), se colocaron
en camaras psicrométricas previamente calibradas y se de-
jaron estabilizar durante 30 minutos, después de lo cual se
midié el potencial hidrico con la ayuda de un microvoltime-
tro, al cual estaban conectadas las camaras psicrométricas.
Las muestras se congelaron en viales durante 24 horas,
después de lo cual se volvieron a colocar en las camaras
psicrométricas y se midio el potencial osmético de la misma
forma en que se midio el potencial hidrico.

De igual manera, antes de la desinfeccion se determi-
no la actividad de las enzimas de estrés peroxidasas y ca-
talasas mediante el método colorimétrico de Kar y Mishra
(1976). Para las determinaciones colorimétricas de ambas
enzimas, las muestras de raiz y hoja se maceraron con
nitrégeno liquido. De este macerado se tomaron 100 mg
y se colocaron en tubos eppendorf. Para la determinacion
de catalasas, se agregdé 1 ml de buffer HEPES pH 7.8 a las
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Later, the leaves covering the apex of the sucker were
removed in order to obtain an initial explant of 10 cm height
and 5 cm width (Figure 1b), which was placed in an anti-
oxidant/antifungal solution (0.1 g ascorbic acid, 0.15 g ci-
tric acid, 30 g saccharose and 1 g azoxystobin at 30 % for
every liter of solution). Immediately afterwards, the base of
the explants was washed with the aid of a soft bristle tooth-
brush and liquid detergent.

Later another cut was made, so that the explant had
4 cm height and 2 to 3 cm width. This explant was placed
in the sterilized antioxidant/antifungal solution and it was
given a treatment of eight minutes in a vacuum pump.

After the above treatment, the explant was disinfected
by immersion in a solution of NaClO at 4% during 15 minu-
tes. Then it was rinsed with sterilized distilled water and an
additional cut was made to obtain the final explant of 1 cm
height and 0.8 cm width. This final explant was disinfected
again in a solution of NaClO at 4 % during five minutes and
four rinses were made with sterilized distilled water.

In order to induce organogenesis, the explants of the
four biofertilization treatments were sown in three culture
mediums: MS medium (Murashige and Skoog, 1962; M1),
MS medium added with 22.2 uM of benzylaminopurine (BAP,
M2) and MS medium added with 11.4 uM of indolacetic acid
(IAA) and 22.2 uM of BAP (M3). Each base medium was
added with 0.1 g-liter" of glycine and 30 g-liter" of saccha-
rose. In the three culture media the pH was adjusted to 5.6.

There were a total of 12 treatments. For each of them
between six and seven replicates were used, considering
that one sucker represents a replicate. The treatments
were accommodated in a completely randomized design
with factorial arrangement, and the incubation took place at
26 °C £ 1 and 16 hours of light.

Evaluation

After the process of disinfection of the suckers, an
evaluation was made of the degree of oxidation, based on
the percentage of necrotic tissue observed in the final ex-
plants, as well as the water relations (water, osmotic and
turgidity potential), according to the methodology described
by Chandler and Thorpe (1987) modified during the pre-
sent work. Samples were taken of approximately 5 mm of
diameter of plant tissue (leaf or corm), were placed in psy-
chrometric chambers that had been previously calibrated
and left to stabilize during 30 minutes, after which the water
potential was measured with the aid of a microvoltimeter,
to which the psychrometric chambers were connected. The
samples were frozen in vials during 24 hours, after which
they were placed again in the psychrometric chambers and
the osmotic potential was measured in the same form in
which the water potential was measured.

Similarly, prior to disinfection the activity was determi-
ned of the stress enzymes of peroxidases and catalases
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muestras ya mencionadas. Después, la mezcla se centrifu-
g6 a 11600 rpm durante 20 minutos. Se tomaron 100 pl del
sobrenadante y se colocaron en tubo de ensayo, en el cual
se agregaron previamente 1,900 ul de buffer HEPES pH
7.8. El resultado de lo anterior fue el extracto enzimatico.
En otro tubo se agregaron 1500 ul de buffer de fosfato sodi-
coa25mM, pH 7y 1500 ul de EDTA-Na 0.8 mM. Después,
justo antes de medir la absorbancia de cada muestra, se
agregaron 2 ml de H,0, a 20 mM y 1 ml de extracto enzi-
matico. Una vez que se midi6 la absorbancia, cada mues-
tra se regreso al tubo de origen, el cual se coloco en el ter-
moblock a 37 °C durante 30 minutos y se cubrié con papel
aluminio. Ya que transcurrieron los 30 minutos, se volvio a
leer cada muestra en el espectrofotometro UV a 240 nm.

En el caso de las peroxidasas, a cada tubo que con-
tenia muestra se le agregé 1 ml de buffer de fosfato de
potasio a 100 mM y pH 6.8. Posteriormente los tubos se
centrifugaron a 12,600 rpm durante 15 min; luego se to-
maron 100 pul del sobrenadante y se agregaron en un tubo
de ensayo con 1,900 ul de buffer de fosfato de potasio 100
mM pH 6.8. Esto correspondio al extracto enzimatico. Pos-
teriormente en otro tubo eppendorf se agregaron 1,350 pl
de agua destilada, 125 pl de buffer de fosfato de potasio
a 100 mMy pH 6.8, 25 pl de H,O, al 30 % (v/v), 500 ul de
pirogalol y 500 ul de extracto enzimatico. Se agitaron los
tubos durante 10 minutos y se detuvo la reaccién agregan-
do 250 pl de H,SO, al 5 % (v/v) justo antes de leer en el
espectrofotometro a 420 nm.

Después del establecimiento aséptico y la desinfec-
cion de los explantes, asi como a los 3, 10, 20, 30, 40 y
60 dias, se evalud la supervivencia, la cual consistio en
el numero de explantes turgentes y con actividad morfo-
génica después de los 60 dias, el grado de oxidacion y
el porcentaje de contaminacion. De igual forma, a los 30
y 60 dias se evalud el numero de explantes con brotes y
numero de brotes por explante. A los 30 dias se realizé un
subcultivo en medio de cultivo fresco de los explantes no
contaminados y a los 60 dias se evaluaron nuevamente las
relaciones hidricas.

Para el procesamiento estadistico de los datos se hicie-
ron analisis de varianza y comparacion de medias de Tukey
(P = 0.05) utilizando el programa estadistico SAS 6.12.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los apices del ‘Clon Oaxaquefio’, una vez establecidos
in vitro e incubados durante 60 dias, presentaron diferencias
significativas para las variables de niumero de explantes con
brotes y nUmero de brotes por explante. En el caso del ‘Clon
Francés’ se observaron diferencias significativas en super-
vivencia, oxidacion, contaminacién y numero de explantes
con brotes (Cuadro 1). Por otro lado, no hubo diferencias
significativas entre tratamientos para las variables de super-
vivencia, oxidacion y contaminacion en el caso del ‘Clon Oa-
xaqueno’. Para la variable nimero de brotes por explante no

using the colorimetric method of Kar and Mishra (1976).
For the colorimetric determinations of both enzymes, the
samples of root and leaf were macerated with liquid nitro-
gen. From this macerate, 100 mg were taken and placed
in Eppendorf tubes. For the determination of catalases, 1
ml of HEPES buffer pH 7.8 was added to the previously
mentioned samples. Then, the mixture was centrifuged at
11600 rpm during 20 minutes. 100 ul of the supernatant
were taken and placed in a test tube, to which 1,900 pl
of HEPES buffer pH 7.8 had been previously added. The
result of the above was the enzymatic extract. In another
tube 1500 pl of sodium phosphate buffer were added to 25
mM, pH 7 and 1500 ul of EDTA-Na 0.8 Mm. Afterwards,
just before measuring the absorbance of each sample, 2
ml of H,0O, at 20 mM and 1 ml of enzymatic extract were
added. Once the absorbance had been measured, each
sample was returned to the original tube, which was placed
in the thermoblock at 37 °C during 30 minutes and covered
with aluminum foil. After 30 minutes, each sample was read
again in the UV spectrophotometer at 240 nm.

In the case of the peroxidases, to each tube containing
sample 1 ml of potassium phosphate buffer at 100mM and
pH 6.8 was added. Afterwards the tubes were centrifuged
at 12,600 rpm during 15 minutes; then 100 pl of the super-
natant were taken and were added in a test tube with 1,900
pI of potassium phosphate buffer 100 mM pH 6.8. This co-
rresponded to the enzymatic extract. Later in another Ep-
pendorf tube 1,350 pl of distilled water were added, along
with 125 pl of potassium phosphate buffer at 100 mM and
pH 6.8, 25 pl of H,0, at 30 % (v/v), 500 pl of pirogalol and
500 pl of enzymatic extract. The tubes were agitated during
10 minutes and the reaction was detained adding 250 pl of
H,SO, at 5% (v/v) just before reading in the spectrophoto-
meter at 420 nm.

After the aseptic establishment and disinfection of the
explants, and at 3, 10, 20, 30, 40 and 60 days, survival was
evaluated, which consisted of the number of turgid explants
and with morphogenic activity after the 60 days, the degree
of oxidation and the percentage of contamination. Similarly,
at 30 and 60 days an evaluation was made of the number
of explants with shoots and number of shoots per explants.
At 30 days a subculture was made in fresh culture medium
of the uncontaminated explants and at 60 days the water
relations were evaluated again.

For the statistical processing of the data an analysis
of variance was made along with the Tukey comparison of
means (P < 0.05) using the SAS 6.12 statistical program.

RESULTS AND DISCUSSION

The apices of ‘Oaxaquefio clone’, once established
in vitro and incubated during 60 days, presented signi-
ficant differences for the variables of number of explants
with shoot and number of shoots per explant. In the case
of ‘French clone’, significant differences were observed in
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hubo diferencias significativas en el ‘Clon Francés’ cuando
se hizo el andlisis de varianza. Sin embargo, con estadisti-
ca no paramétrica (Kruzkal-Wallis), el numero de brotes por
explante si registro diferencias altamente significativas entre
los tratamientos (Pr = x2 = 0.01).

En el caso del numero de explantes con brotes y el
numero de brotes por explante, los tratamientos 3, 6, 8 y

189

survival, oxidation, contamination and number of explants
with shoots (Table 1). On the other hand, there were no
significant differences between treatments for the varia-
bles of survival, oxidation and contamination in the case of
‘Oaxaquefio clone’. For the variable number of shoots per
explant, there were no significant differences in the ‘French
clone’ when the analysis of variance was made. However,
with non-parametric statistics (Kruzkal-Wallis), the number

CUADRO 1. Efecto de diferentes medios de cultivo sobre apices del ‘Clon Oaxaqueiio’ y del ‘Clon Francés’ provenientes de hijuelos inocu-
lados con diversos biofertilizantes a los 60 dias después del establecimiento in vitro. Valores promedio de 6 a 7 repeticiones

por tratamiento.

TABLE 1. Effect of different culture media on apices of ‘Oaxaquefio clone’ and of ‘French clone’ from suckers inoculated with diverse biofer-
tilizers 60 days after the establishment in vitro. Average values of 6 to 7 replicates per treatment.

Contaminacion/  Explantes con brotes  Brotes por explante

((;;Z:(:;ttl;):e/ Tl:?::;rtl:::ltt)l Stéziz\l,\g:r;;:)al O())(?((Ii(;?izl:r(‘ o/{) ) Conta(T/ni)nation / Explants( o\;ov;th shoots / Sh(ol\‘l);?n pIe': Sr):‘r;lant
1.GiY/M1x 71 a* 36.42a 14 a Oc od
2.Gi/M2v 50 a 59.16 a 33a 33 abc 0.66 bed
3.Gi/M3Y 66 a 45.00 a 16 a 66 a 0.83 abcd
4.11BY/M1 85a 33.14 a Oa 14 be 0.14 cd
5.11B/M2 66 a 55.00 a Oa 50 ab 1.00 abcd

Clon Oaxaqu~eﬁo 6.11B/M3 71 a 50.00 a 28 a 71a 3.14 ab
/ Oaxaquerio
Clone 7.Gi+11B/M1 100 a 4571 a Oa 14 be 0.14 cd
8.Gi+11B/M2 66 a 4583 a Oa 66 a 3.16 a
9.Gi+11B/M3 57 a 62.85a 14 a 57 ab 357a
10.Testigo/M1 42 a 62.14 a 57 a Oc od
11.Testigo/M2 71a 45.00 a Oa 71a 2.28 ab
12.Testigo/M3 50 a 62.50 a 16 a 50 ab 2.16 abc
Ccv 61.6 41.2 130.5 86.3 40.1
Pr=Chi? 0.67 0.77 0.08 0.01 0.006
1.Gi/M1 50 abcd? 56.16 abc 50 abc 16 ¢ 0.16 a
2.GilM2 57 abcd 60.00 abc 14 cd 28 bc 1.71a
3. Gi/M3 100 a 18.33 ¢ 0od 16¢c 0.33 a
4.11B/M1 85 ab 25.00 ¢ 14 cd 14c 0.14 a
5.11B/M2 33 cd 70.00 ab 16 cd 16¢c 1.66 a
6.11B/M3 66 abcd 45.83 abc 16 cd 66 ab 1.83a
?:'fe”nc':;agl‘;énse’ 7.Gi+11B/M1 42 bed 65.71 ab 57 abc 0c 0a
8.Gi+11B/M2 66 abcd 45.00 abc 33 bed 66 ab 216 a
9.Gi+11B/M3 83 abc 30.00 bc od 83 a 1.83a
10.Testigo/M1 16d 85.00 a 83 a Oc 0.00 a
11.Testigo/M2 16d 83.66 a 66 ab 16 ¢ 0.16 a
12.Testigo/M3 16d 82.50 a 66 ab 16¢c 1.66 a
C.\V.! 70.8 43.2 93.1 101.7 43.3
Pr=Chi? 0.02 0.11 0.01 0.008 0.01

zValores con la misma letra dentro de cada columna son iguales de acuerdo con la prueba Tukey a una P < 0.05. Valor de significancia y coeficiente de variacion se deter-
minaron después de una transformacion con . Pr=Chi? = Nivel de significancia que indica diferencia estadistica por Kruzkal-Wallis.

yGlomus intraradices (1 g), "Medio de cultivo MS, *Medio de cultivo MS+ bencilaminopurina (22.2 uM), *Medio de cultivo MS + bencilaminopurina (22.2 uM) + Acido indola-

cético (11.4 pM), "Bacteria diazotréfica 11B (1x10°8 células), ‘Coeficiente de variacion.

2Values with the same letter within each column are equal according to the Tukey test at P < 0.05. Value of significance and coefficient of variation were determined after a
transformation with. Pr=Chi? = Significance level that indicates statistical difference by Kruzkal-Wallis.

YGlomus intraradices (1 g), *Culture medium MS, *Culture medium MS + benzylaminopurine (22.2 pM) + Indolacetic acid (11.4 uM), “Diazotrophic bacterium 11B (1x10° cells),

'Coefficient of variation.
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11 para la primera variable y 6, 8, 9 y 11 para la segunda,
resultaron los mejores para la induccion de organogénesis
en el ‘Clon Oaxaqueno’ (Cuadro 1). Lo anterior se debio al
efecto ejercido por los medios de cultivo M2 y M3, ya que
los biofertilizantes, a pesar de haber colonizado las raices
de las plantas inoculadas, no tuvieron efectos significativa-
mente diferentes entre los tratamientos (Cuadro 2). Esto se
debié a que los medios M2 y M3 contenian reguladores del
crecimiento, a diferencia del medio M1.

Para el numero de explantes con brotes y el numero
de brotes por explante del ‘Clon Oaxaquefio’, los tratamien-
tos 1y 10 resultaron menos favorables para la induccion de
brotes. Lo anterior se debe a la influencia que ejercen los
reguladores de crecimiento auxinas y citocininas, los cuales
tienen efecto en el alargamiento y la division celular. Ade-
mas, su interaccion muestra expresiones diferentes del cre-
cimiento: en este caso la citocinina BAP esta en mayor pro-
porcién con respecto a la auxina AlA, lo cual se ve reflejado
en el desarrollo de las yemas y brotes (Calva y Pérez, 2005).

En el Cuadro 1 también se puede ver que el tratamien-
to 3, correspondiente a hijuelos del ‘Clon Francés’ inocula-
dos con Glomus intraradices y sembrados en medio M3
(Sales MS + 22.2 yM de BAP + 11.4 uyM de AlA), presento
el mayor porcentaje de supervivencia, la menor oxidacién y
la menor incidencia de contaminacion, seguido por el trata-
miento 4 (Bacteria 11B + M1 Sales MS) y el 9 (Interaccion
Glomus intraradices con la bacteria 11B + M3 consistente
en Sales MS, 22.2 uyM de BAP y 11.4 uM de AlA). Por otro
lado, los tratamientos 10, 11 y 12 — los cuales correspon-
den a los apices provenientes de hijuelos sin tratamiento
previo con biofertilizantes sembrados en medio M1 (Sales
MS), M2 (Sales MS + 22.2 yM de BAP) y M3 (Sales MS +
22.2 yM de BAP + 11.4 uM de AlA) — presentaron el menor
porcentaje de supervivencia, la mayor oxidacion y la ma-
yor incidencia de contaminacion. Esto ultimo se atribuye
al efecto de los biofertilizantes, ya que en el Cuadro 2 se
puede observar que existe diferencia significativa entre el
testigo y los demas tratamientos con biofertilizantes.

Como ya se indicé, el biofertilizante que propicié me-
jor supervivencia fue Glomus intraradices en combinacion
con el medio M3 (Sales MS + 22.2 yM de BAP + 11.4 uM
de AlA), lo cual fue resultado de la interaccion de la previa
inoculacién de Glomus sp y la auxina AlA. Esto se explica
porque uno de los beneficios que aporta el hongo al hos-
pedero es el aumento de la eficiencia para absorcién de
nutrimentos, principalmente P y Zn. Se ha demostrado que
estos elementos son transportados por las hifas del hongo
y que el P es un nutrimento que interviene en los procesos
energéticos de la planta (Lopez-Moctezuma et al., 2005), y
que el Zn interviene en la estabilizacion de la clorofila, en la
actividad de al menos 80 enzimas de cuya estructura forma
parte, y es un precursor de AlA (Salisbury y Ross, 2000).

En el caso del numero de explantes con brotes y del
numero de brotes por explante, los tratamientos 9, 8 y 6,
correspondientes a la interaccién de Glomus intraradices

of shoots per explant registered highly significant differen-
ces among the treatments (Pr = x> = 0.01).

In the case of the number of explants with shoots and
the number of shoots per explant, treatments 3, 6, 8 and
11 for the first variable and 6, 8, 9 and 11 for the second,
resulted the best for the induction of organogenesis in the
‘Oaxaquefio clone’ (Table 1). The above was due to the
effect exerted by culture media M2 and M3, given that the
biofertilizers, despite having colonized the roots of the ino-
culated plants, did not have effects that were significantly
different among the treatments (Table 2). This was due to
the fact that the media M2 and M3 contained growth regu-
lators, in contrast with medium M1.

For the number of explants with shoots and the num-
ber of shoots per explant of ‘Oaxaqueno clone’, treatments
1 and 10 were less favorable for the induction of shoots.
This is due to the influence exerted by the growth regu-
lators auxins and cytokinins, which have an effect on cell
lengthening and division. Furthermore, their interaction
shows different expressions of growth: in this case the cyto-
kinin BAP is in higher proportion with respect to the auxin
IAA, which is reflected in the development of the buds and
shoots (Calva and Pérez, 2005).

Table 1 also shows that treatment 3, corresponding
to suckers of ‘French clone’ inoculated with Glomus intra-
radices and sown in M3 medium (Sales MS + 22.2 uM of
BAP + 11.4 uM of 1AA), presented the highest percentage
of survival, the lowest oxidation and the lowest incidence of
contamination, followed by treatment 4 (Bacterium 11B +
M1 Sales MS) and 9 (Interaction Glomus intraradices with
the bacterium 11B + M3 consisting of Sales MS, 22.2 uM of
BAP and 11.4 uyM of IAA). On the other hand, treatments 10,
11 and 12 — which correspond to the apices from suckers
without previous treatment with biofertilizers sown in M1 me-
dium (Sales MS), M2 (Sales MS + 22.2 uM of BAP) and M3
(Sales MS + 22.2 uM of BAP +11.4 uM of I1AA) — presented
the lowest percentage of survival, the highest oxidation and
the highest incidence of contamination. The latter is attribu-
ted to the effect of the biofertilizers, given that in Table 2 it
can be observed that there is significant difference between
the control and the other treatments with biofertilizers.

As previously indicated, the biofertilizer that propitiated
best survival was Glomus intraradices in combination with
the M3 medium (Sales MS + 22.2 yM of BAP + 11.4 uyM of
IAA), which was result of the interaction of the previous ino-
culation of Glomus sp and the auxin IAA. This is explained
because one of the benefits supplied by the fungus to the
host is the increase of efficiency for absorption of nutrients,
principally P and Zn. It has been demonstrated that these
elements are transported by the fungal hyphae and that P is
a nutrient that intervenes in the energetic processes of the
plant (Lopez-Moctezuma et al., 2005), and that the Zn inter-
venes in the stabilization of the chlorophyll, in the activity of
at least 80 enzymes of whose structure it forms part, and is
a precursor of IAA (Salisbury and Ross, 2000).
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con la bacteria 11B y medios de cultivo M3 (Sales MS +
22.2 uM de BAP + 11.4 uM de AlIA) y M2 (Sales MS + 22.2
MM de BAP), asi como la interaccion de la 11B con el medio
M3, respectivamente, provocaron mayor respuesta morfo-
génica. Como puede apreciarse, el tratamiento con apices
sometidos previamente a Glomus intraradices y cultivados
in vitro en medio M3 (Sales MS + 22.2 yM de BAP + 11.4
MM de AlA) no fue suficiente para inducir una caulogénesis
elevada. En este caso, los beneficios de la bacteria 11B
pueden deberse a que esta induce la produccién de fla-
vonoides en la planta hospedera, los cuales desempefian
un papel importante en la regulacion del crecimiento y el
control de plagas. Ademas mejora la asimilacién de nutri-
mentos y la relacion con el agua (Madigan et al., 2006).
Los beneficios mencionados se reflejaron en mayor induc-
cion de brotes, ya que los apices provenientes de hijuelos
previamente tratados con la bacteria 11B probablemente
estuvieron protegidos contra plagas, ademas de contar con
gran numero de precursores y moléculas involucradas en
su metabolismo (Aroca et al., 2008).

En el Cuadro 2 se aprecia que el porcentaje de su-
pervivencia de los explantes de ambos genotipos fue
afectado de forma positiva por la inoculacion de biofer-
tilizantes, ya que dicho porcentaje fue significativamente
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In the case of the number of explants with shoots and
the number of shoots per explant, treatments 9, 8 and 6,
corresponding to the interaction of Glomus intraradices with
the bacterium 11B and culture media M3 (Sales MS + 22.2
pMM of BAP + 11.4 uM of IAA) and M2 (Sales MS + 22.2 uM
of BAP), as well as the interaction of the 11B with medium
M3, respectively, provoked higher morphogenic response.
As can be observed, the treatment with apices previously
subjected to Glomus intraradices and cultivated in vitro in
medium M3 (Sales MS + 22.2 uM of BAP + 11.4 uyM of IAA)
was not sufficient to induce an elevated caulogenesis. In
this case, the benefits of the bacterium 11B may be due to
the fact that it induces the production of flavonoids in the
host plant, which play an important role in the regulation of
growth and pest control. Furthermore, it improves the assi-
milation of nutrients and the relations with water (Madigan
et al., 2006). The aforementioned benefits were reflected
in higher induction of shoots, given that the apices from
suckers previously treated with the bacterium 11B were
probably protected against other pests, as well as having a
great number of precursors and molecules involved in their
metabolism (Aroca et al., 2008).

Table 2 shows that the percentage of survival of the
explants of both genotypes was positively affected by the

CUADRO 2. Efecto del genotipo, biofertilizantes y medios de cultivo sobre las variables de respuesta de apices de banano a los 60 dias

después del establecimiento.

TABLE 2. Effect of genotype, biofertilizers and culture media on the response variables of banana apices 60 days after establishment.

Fuente de variacion / Source of Supervivencia /

Oxidacion /

Explantes

con brotes / Brotes por explante

Contaminacién / | Shoots per explant

variation Survival (%) Oxidation (%) Contamination (%) Explants with (NGm / Num)
shoots (%)

Genotipo / Genotype
Clon Oaxaquefio / Oaxaquefio Clone 67 a* 50.02 a 15b 40 a 141a
Clon Francés / French Clone 53 a 55.38 a 34a 28 a 0.96 a
Biofertilizante / Biofertilizer
G 65 a 4597 a 21b 26 a 0.63 a
11B* 69 a 4569 a 12b 38a 1.30a
Gi+11B 69 a 49.87 a 17b 46 a 1.76 a
Testigo / Control 36b 69.26 a 47 a 26 a 1.05a
Medio de cultivo / Culture medium
M1v 62 a 50.44 a 33a 7b 0.07b
M2y 54 a 57.74 a 20 a 44 a 1.62a
M3u 64 a 49.90 a 20 a 54 a 198 a
cw 65.3 42.30 107.8 92.9 41.63

“Valores con la misma letra dentro de cada columna son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una P < 0.05. Valor de significancia y coeficiente de variacion se

determinaron después de una transformacion con Vx+1.

YGlomus intraradices (1 g), *Bacteria diazotréfica 11B (1x10° células), “Medio de cultivo MS, "Medio de cultivo MS+ bencilaminopurina (22.2 yM), “Medio de cultivo MS +

bencilaminopurina (22.2 uM) + Acido indolacético (11.4 uM), ‘Coeficiente de variacién.

2Values with the same letter within each column are equal according to the Tukey test at P < 0.05. Value of significance and coefficient of variation were determined after a

transformation with \x+1.

YGlomus intraradices (1 g), *Diazotrophic bacterium 11B (1x10° cells), “Culture medium MS, 'Culture MS + benzylaminopurine (222.2 pM) + Indolacetic acid (11.4 pM),

‘Coefficient of variation.
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mayor cuando se llevé a cabo una biofertilizaciéon previa
al establecimiento aséptico.

Por otro lado, en el mismo Cuadro 2 se puede ob-
servar que ninguno de los factores (genotipo, biofertili-
zante y medio de cultivo) afectd significativamente al
porcentaje de oxidacion. Por el contrario, la contamina-
cion fue menor de forma significativa en el caso del ‘Clon
Oaxaquefno’ y de aquellos tratamientos inoculados con
biofertilizantes. A pesar de esto, cabe mencionar que la
calidad de los brotes del ‘Clon Francés’ fue superior a
la de los brotes del ‘Clon Oaxaquefo’, ya que los brotes
provenientes de apices del ‘Clon Francés’ fueron mas fir-
mes y presentaron hojas, lo cual significa un mayor desa-
rrollo en menor tiempo.

En el caso del numero de explantes con brotes y el
numero de brotes por explante, estos soélo se vieron afec-
tados por el medio de cultivo. Los medios con reguladores
del crecimiento propiciaron mayor respuesta morfogénica
(Cuadro 2).

En el Cuadro 3 se consignan diferencias significativas
en los potenciales de turgencia en hojas antes de la desin-
feccion, tanto para el ‘Clon Oaxaquefo’ como para el ‘Clon
Francés’. También hubo diferencias significativas entre los
potenciales hidricos de las hojas del ‘Clon Francés’ antes
de la desinfeccion, mientras que entre los potenciales hi-
dricos de las hojas del ‘Clon Oaxaquefio’ y los potenciales
osmaticos de las hojas de ambos genotipos antes de la
desinfeccién no se observaron diferencias significativas.
Tampoco se registraron diferencias entre los potenciales
hidrico, osmético y de turgencia en cormos de los dos ge-
notipos después de la desinfeccion. Esto ultimo posible-

inoculation of the biofertilizers, given that this percentage
was significantly higher when a biofertilization was carried
out prior to the aseptic establishment.

On the other hand, in Table 2 it can also be observed
that none of the factors (genotype, biofertilizer and culture
medium) significantly affected the percentage of oxidation.
On the contrary, contamination was significantly lower in
the case of the ‘Oaxaqueno clone’ and of those treatments
inoculated with biofertilizers. In spite of this, it should be
mentioned that the quality of the shoots of ‘French clone’
was higher than that of the shoots of ‘Oaxaquefio clone’,
given that the shoots from the apices of the ‘French clone’
were firmer and presented leaves, which means greater
development in a shorter period of time.

In the case of the number of explants with shoots and
the number of shoots per explant, these were only affected
by the culture medium. The media with growth regulators
propitiated a higher morphogenic response (Table 2).

Table 3 presents significant differences in the poten-
tials of turgidity in leaves prior to disinfection, both for the
‘Oaxaquefio clone’ and for the ‘French clone’. There were
also significant differences between the water potentials of
the leaves of the ‘French clone’ prior to disinfection, whe-
reas between the water potentials of the leaves of the ‘Oa-
xaquefio clone’ and the osmotic potentials of the leaves of
both genotypes prior to disinfection no significant differen-
ces were observed. There were also no significant diffe-
rences registered among the water, osmotic and turgidity
potentials in corms of the two genotypes after disinfection.
The latter was possibly due to the fact that the corm is a
storage organ, and therefore seldom presents water stress.

CUADRO 3. Efecto de biofertilizantes sobre las relaciones hidricas antes y después de la desinfeccion en hijuelos y apices de dos genotipos

de banano. Promedio de tres repeticiones.

TABLE 3. Effect of biofertilizers on water relations before and after disinfection in suckers and apices of two genotypes of banana. Average

of three replicates.

Tratamiento / Treatment

Antes de desinfeccion (hoja) /
Before disinfection (leaf)

Después desinfeccion (cormo) /
After disinfection (corm)

Genotipo / Biofertilizante / Pw W WpY Yw Y ¥p
Genotype Biofertilizer (bares) / (bars) (bares) / (bars)

1. Giv -7.81a -10.28 a 246a -9.05a -10.04 a 0.99a

Clon Oaxaquefio / 2. 11B! 1122a 973a -1.48 ab -7.51a -751a 0.00 a

Oaxaquefio Clone 3. Gi+11B 9.54a -7.07a 247b -8.80 a 9.30a 0.42a

4. Testigo / Control -7.76 a -9.24 a 1.48 ab 949 a -9.98 a 0.85a

1. Gi -6.33 ab? -9.79 a 3.46 ab -5.84 a -6.33 a 0.49a

Clon Francés / 2.11B -8.01 ab 973a 1.72 ab -5.29a -6.03a 0.74 a

French Clone 3. Gi+11B -9.29b -7.07a 222b -5.09a 6.33a 1.23a

4. Testigo / Control -5.29 a -11.71a 6.42 a -5.78 a -6.28 a 049 a

“Valores con la misma letra dentro de cada columna y por genotipo son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una P < 0.05.

*Potencial hidrico, “Potencial osmético, "Potencial de turgencia, “Glomus intraradices (1 g), ‘Bacteria diazotrofica 11B (1x10° células).

“Values with the same letter within each column and per genotype are equal according to the Tukey test at P < 0.05.

*Water potential, *Osmotic potential, VTurgidity potential, *Glomus intraradices (1 g), ‘Diazotrophic bacterium 11B (1x10° cells).
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mente se debid a que el cormo es un érgano de almacena-
miento, y por lo tanto dificilmente sufre estrés hidrico.

En ambos genotipos, los tratamientos 1y 4 (Glomus
intraradices y el testigo, respectivamente) indujeron los po-
tenciales de turgencia mas altos, y los tratamientos 2 y 3,
los mas bajos (Cuadro 3). Lo anterior coincide con el com-
portamiento de la enzima peroxidasa (Cuadro 4), ya que
los tratamientos 1 y 4 presentaron el menor niumero de uni-
dades de peroxidasa por gramo de tejido, mientras que los
tratamientos 2 y 3 tienen los valores mas altos. Tomando
en cuenta lo anterior, se puede decir que los tratamientos 1
y 4 producen menos estrés en las plantas, mientras que los
tratamientos 2 y 3 inducen mayor produccion de la enzima
peroxidasa como una respuesta al estrés al que fueron so-
metidas (Ramirez y Rodriguez, 2012).

En el caso de la enzima catalasa, su actividad en ho-
jas del ‘Clon Oaxaquefio’ provenientes de hijuelos inocula-
dos con Glomus intraradices fue significativamente mayor
a la de aquellas hojas provenientes de hijuelos tratados
con la bacteria 11B y la interaccion de Glomus intraradices
con la bacteria 11B y los que no fueron tratados con biofer-
tilizantes. Por otro lado, no hubo diferencias significativas
en la actividad de esta enzima en hojas de ‘Clon Francés’
ni en las raices de ambos genotipos (datos no mostrados).

En el Cuadro 5, se observa que en el ‘Clon Oaxa-
quefio’ el potencial de turgencia de los apices sin previo
tratamiento con biofertilizantes fue superior al de aquellos
previamente tratados con los mismos. Para el ‘Clon Fran-
cés’ se observo lo contrario: el potencial de turgencia de
los apices con tratamiento previo de biofertilizantes fue
superior al del testigo. Lo anterior se debio al efecto del
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In both genotypes, treatments 1 and 4 (Glomus intra-
radices and the control, respectively) induced the highest
turgidity potentials, and treatments 2 and 3, the lowest (Ta-
ble 3). The above coincides with the behavior of the enzy-
me peroxidase (Table 4), given that treatments 1 and 4 pre-
sented the lowest number of units of peroxidase per gram
of tissue, while treatments 2 and 3 have the highest values.
Considering the above, it can be said that treatments 1 and
4 produce less stress in the plants, while treatments 2 and
3 induce higher production of the enzyme peroxidase as a
response to the stress to which they were subjected (Rami-
rez and Rodriguez, 2012).

In the case of the enzyme catalase, its activity in
leaves of ‘Oaxaquefio clone’ from suckers inoculated with
Glomus intraradices was significantly higher than that of
leaves from suckers treated with bacterium 11B and the
interaction of Glomus intraradices with bacterium 11B and
those that were not treated with biofertilizers. On the other
hand, there were no significant differences in the activity of
this enzyme in leaves of ‘French clone’ nor in the roots of
both genotypes (data not shown).

In Table 5, it is observed that the ‘Oaxaquefio clone’
the turgidity potential of the apices without prior treatment
with biofertilizers was higher than that of those treated with
them. For the ‘French clone’ the contrary was observed:
the turgidity potential of the apices with prior treatment of
biofertilizers was higher than that of the control. The abo-
ve was due to the effect of the genotype, given that the
‘Oaxaquefnio clone’ did not require biofertilizers for osmotic
regulation, in contrast to the ‘French clone’, which obtained
benefits from the symbiosis in the water relations.

CUADRO 4. Actividad de las enzimas peroxidasa y catalasa en tejidos foliares y radiculares de dos genotipos de banano un mes después de
la inoculacién de biofertilizantes. Promedio de tres repeticiones.

TABLE 4. Activity of the enzymes peroxidase and catalase in leaf and root tissue of two genotypes of banana one month after the inoculation

of biofertilizers. Average of three replicates.

Actividad peroxidasa / Peroxidase activity

Tratamiento /

Actividad catalasa / Catalase activity

Genotipo / Genotype Treatment Hoja / Leaf Raiz / Root Hoja / Leaf Raiz / Root
U Px / g de tejidoY/ U Px / g of tissue¥ MKt/ g de tejido*/ pKt / g of tissue*
1. Giv 1416.95 b? 1306.30 a 0.06 a* 0.02a
Clon Oaxaquefio / 2. 11BY 1577.35 ab 1662.43 a 0.02b 0.01a
Oaxaquefio Clone 3. Gi+11B 1733.01a 1955.89 a 0.03b 0.01a
4. Testigo / Control 1436.49 b 1914.70 a 0.01b 0.01a
1. Gi 1207.89 b? 1695.72 a 0.02 a* 0.02a
Clon Francés / 2.11B 1541.53 a 1673.38 a 0.03 a 0.01a
French Clone 3. Gi+11B 1501.86 ab 1288.24 b 0.02a 0.02a
4. Testigo / Control 1320.26 ab 1655.50 a 0.02a 0.02a

2Valores con la misma letra dentro de cada columna y por genotipo son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una P < 0.05.

YUnidades de peroxidasa por gramo de tejido, *Micro katales por gramo de tejido, *Glomus intraradices (1 g), ‘Bacteria diazotrofica 11B (1x10° células).

“Values with the same letter within each column and per genotype are equal according to the Tukey test at P < 0.05.

YUnits of peroxidase per gram of tissue, *Micro katals per gram of tissue, *Glomus intraradices (1 g), "Diazotrophic bacterium 11B (1x10° cells).
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CUADRO 5. Efecto de biofertilizantes y medios de cultivo sobre las relaciones hidricas a los 60 dias después del establecimiento in vitro de
apices de dos genotipos de banano. Promedio de tres repeticiones.

TABLE 5. Effect of biofertilizers and culture media on water relations 60 days after the in vitro establishment of apices of two banana

genotypes. Average of three replicates.

Tratamiento / Treatment Ywy Yarx Ypv
Biofertilizante / Medio de cultivo /
Genotipo / Genotype (bares) / (bars)
Biofertilizer Culture medium
M1t -9.51 b? -17.41 bc 7.90 ab
GiY M2s -7.34 ab -7.59 a 0.24b
M3r -4.83 a -8.53 a 3.70 ab
M1 -9.57b -13.51 abc 3.94 ab
11B M2 -6.66 ab -6.55 a -0.00 b
Clon Oaxaquefio / M3 -8.33 ab -8.82 ab 0.49b
Oaxaquefio Clone M1 -8.53 ab -11.49 abc 2.96 ab
Gi+11B M2 -5.61 ab -11.05 abc 5.43 ab
M3 -4.33 a -7.54 a 3.20 ab
M1 -8.58 ab -18.46 ¢ 9.88 a
Testigo / Control M2 -6.55 ab -14.45 abc 7.89 ab
M3 -5.61 ab -12.78 abc 7.16 ab
M1 -4.58 ab? -15.44 ¢ 10.86 a
Gi M2 -4.87 abc -9.07 abc 4.19 abc
M3 -5.56 abc -8.52 abc 2.95 abc
M1 -8.33 bc -15.00 bc 6.66 abc
11B M2 -4.58 ab -14.69 abc 0.11 ab
) M3 -6.11 abc -11.05 abc 4.93 abc
Clon Francés /
French Clone
M1 -8.77c -15.44 ¢ 6.66 abc
Gi+11B M2 -5.61 abc -9.81 abc 4.19 abc
M3 -6.55 abc -10.75 abc 4.19 abc
M1 -7.56 abc -10.94 abc 3.37 abc
Testigo / Control M2 -5.59 abc -7.15ab 1.56 ¢
M3 -4.01a -6.47 a 2.46 bc

“Valores con la misma letra dentro de cada columna y por genotipo son iguales de acuerdo con la prueba de Tukey a una P < 0.05.

YPotencial hidrico, *Potencial osmético, *Potencial de turgencia, YGlomus intraradices (1 g), fBacteria diazotrdfica 11B (1x10° células), Medio de cultivo MS, *Medio de cultivo
MS+ bencilaminopurina (22.2 pM), "Medio de cultivo MS + bencilaminopurina (22.2 uM) + Acido indolacético (11.4 uM).

?Values with the same letter within each column and per genotype are equal according to the Tukey test at P < 0.05.

YWater potential, *Osmotic potential, “Turgidity potential, Y*Glomus intraradices (1 g), “Diazotrophic bacterium 11B (1x10° cells), 'Culture medium MS, *Culture medium MS +
benzylaminopurine (22.2 pM), "Culture medium MS + benzylaminopurine (22.2 uM) + Indolacetic acid (11.4 uM).

genotipo, ya que el ‘Clon Oaxaquefio’ no necesité de bio-
fertilizantes para la regulacion osmética, a diferencia del
‘Clon Francés’, que obtuvo beneficios de la simbiosis en
las relaciones hidricas.

CONCLUSIONES

Se logro elevar la induccion de la organogénesis en
explantes de Musa cavendish AAA, cultivares ‘Clon Fran-
cés’y ‘Clon Oaxaquefo’, mediante la adicion de bencilami-

CONCLUSIONS

Induction of organogenesis was raised in explants of
Musa cavendish AAA, cultivars ‘French clone’ and ‘Oaxa-
quefio clone’, with the addition of benzylaminopurine com-
bined or not with indolacetic acid in the culture medium,
and by the previous biofertilization of the suckers, from
which the explants were extracted.

In the case of the ‘Oaxaquefio clone’, neither the
treatments prior to the in vitro establishment with bioferti-
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nopurina combinada o no con acido indolacético en el me-
dio de cultivo, y por la biofertilizacion previa de los hijuelos,
de los cuales se extrajeron los explantes.

En el caso del ‘Clon Oaxaquefio’, ni los tratamientos
previos al establecimiento in vitro con biofertilizantes ni la
presencia de reguladores de crecimiento en el medio de
cultivo tuvieron influencia sobre la supervivencia, contami-
nacion y oxidacion. Sin embargo, la adicion de bencilami-
nopurina, interactuando o no con &cido indolacético y la
biofertilizacién previa, indujeron mayor numero de explan-
tes con brotes y brotes generados por explante.

Para el ‘Clon Francés’, el tratamiento previo de hijue-
los con Glomus intraradices y el establecimiento de dichos
explantes en medio de cultivo adicionado con reguladores
de crecimiento propiciaron mayor supervivencia, asi como
menor contaminacion y oxidacion. Por otro lado, la adicion
de ambos biofertilizantes y la presencia de bencilamino-
purina combinada o no con acido indolacético elevaron la
induccion de la organogénesis en los explantes por encima
de los testigos sin biofertilizacion previa.

Para ambos genotipos, la biofertilizacion no se vio re-
flejada directamente sobre la actividad morfogénica de los
explantes. Sin embargo, el uso de biofertilizantes propicid
mayor porcentaje de supervivencia, menor porcentaje de
oxidacién y menor contaminacion.

Tomando en cuenta que los potenciales de turgencia
coincidieron con el comportamiento de la enzima peroxida-
sa en ambos genotipos, el tratamiento con Glomus intrara-
dices y el testigo produjeron menos estrés en las plantas.
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lizers nor the presence of growth regulators in the culture
medium had influence on survival, contamination and oxi-
dation. However, the addition of benzylaminopurine, inte-
racting or not with indolacetic acid and the previous biofer-
tilization, induced a higher number of explants with shoots
and shoots generated per explant.

For the ‘French clone’, the prior treatment of suckers
with Glomus intraradices and the establishment of these
explants in culture medium added with growth regulators
provided higher survival as well as lower contamination and
oxidation. On the other hand, the addition of both biofertili-
zers and the presence of benzylaminopurine combined or
not with indolacetic acid elevated the induction of organo-
genesis in the explants above the controls without previous
biofertilization.

For both genotypes, biofertilization was not directly re-
flected on the morphogenic activity of the explants. Howe-
ver, the use of biofertilizers propitiated a higher percentage
of survival, lower percentage of oxidation and lower conta-
mination.

Considering that the turgidity potentials coincided with
the behavior of the enzyme peroxidase in both genotypes,
the treatment with Glomus intraradices and the control pro-
duced less stress in the plants.
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