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RESUMEN

El fertilizante de origen natural Sulpomag,
o sulfato de potasio y magnesio, constituido
por K,0 22%, MgO 22%, S 18% y CI (cloruro)
2,5% y los complejos orgdnicos agua de coco 10
y 20% y caseina hidrolizada 250 y 500 mg.l!,
como sustitutos parciales de las sales minerales
de Murashige y Skoog (MS), fueron utilizados en
la propagacién in vitro de banano, Musa sp., cv.
Cavendish. El objetivo de esta investigacion fue
inducir el crecimiento y desarrollo de plantas in
vitro en condiciones minimas de sales minerales
inorgénicas, prohibidas en el reglamento técnico
para los productos orgdnicos. Apices caulinares,
cultivados en medio de cultivo MS, fueron trans-
feridos a 10 formulaciones de multiplicacién de
brotes suplementadas con KH,PO, (170 mg.l"),
CaCl,.2H,0 (150 mgl"), NH,NO, y KNO,, a
1/5 y 1/10 de la concentracion MS, micronu-
trientes MS y Sulpomag 0,1096 gl!, AIA 0,2
mg.l!' y BAP 5 mgl!. El medio de cultivo de
enraizamiento fue de igual formulacién de sales
minerales, con variaciones en los reguladores de
crecimiento. Los mejores resultados se obtuvie-
ron con NH,NO, y KNO, a 1/5 de la concentra-
cién MS, Sulpomag 0,1096 g.I'! y agua de coco
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ABSTRACT

Effect of sulpomag and organic complexs
as partial substitutes of the culture medium
used in the micropropagation of Musa sp. Cv.
Cavendish. The Sulpomag natural fertilizer, or
potassium sulfate and magnesium, constituted by
K,0 22%, MgO 22%, S 18% and Cl (chloride)
2.5% plus organic complexes of coconut water 10
to 20%, and casein hydrolyzate 250 and 500 mg.l",
as partial substitutes for mineral salts of Murashige
and Skoog (MS), were used in the in vitro
propagation of banana, Musa sp., cv. Cavendish.
The aim was that the in vitro plants grow and
develop in minimum quantities of mineral salts,
banned in the technical regulation for organic
products. Shoot tips, established in vitro on
MS medium, were transferred to 10 treatments
for shoot multiplication supplemented with
KH,PO, (170 mgl'), CaCl,.2H,0 (150 mg.l"),
NH,NO, and KNO,, at 1/5 and 1/10 of the MS
concentration, MS micronutrients and 0.1096 g.I'!
of Sulpomag, IAA (0.2 mg.1") and BAP (5 mg.1").
The rooting medium was the same formulation
of mineral salts, only varying on the growth
regulators. Best results were obtained in culture
media supplemented with NH,NO, and KNO, at
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10 y 20%. Los resultados obtenidos posibilitan la
utilizacién del Sulpomag y el agua de coco como
sustitutos parciales de las sales minerales MS en
la propagacion in vitro de Musa sp., cv. Cavendish
en la agricultura orgénica.

INTRODUCCION

El banano y pldtano (Musa spp.), perte-
necen a la familia Musaceae, una de las mejor
caracterizadas entre las monocotiledéneas. Gené-
ticamente, las variedades comerciales se deriva-
ron de las especies silvestres Musa acuminata
de genoma AA y M. balbisiana de genoma BB,
ambas especies con cromosomas 2n=22. De éstas
se reconocieron como hibridaciones naturales a
través del tiempo las variedades diploides AB,
las triploides AAA, AAB, ABB y las tetraploides
AAAA, AAAB, AABB y ABBB (Simmonds y
Shepherd 1956), aunque Pillay et 4l. (2004) infor-
maron que deben considerarse otros genomas
como ‘S’ y ‘“T’. Desde el punto de vista comercial,
el grupo triploide AAA, constituido por clones
estériles y partenocdrpicos, es el mds importante.
Entre éstos destaca el cv. Cavendish, ampliamente
cultivado con précticas orgdnicas en el norte del
Pert debido a su resistencia a la Sigatoka negra
(Micosphaerella fijiensis), constituyéndose en
una alternativa de progreso y bienestar econdémi-
co para los pequefios y medianos agricultores de
la region.

En efecto, la agricultura orgdnica en el
mundo crece a una tasa promedio de 15%, en
una busqueda permanente de alimentos sanos,
libres de pesticidas, aunada a la preocupacion
de un amplio sector de la poblacién mundial
por los cultivos transgénicos y el dafio creciente
al medio ambiente. En el 2006 se estimé una
superficie agricola de 31 millones de hectédreas
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1/5 of MS concentration, 0.1096 g.I! Sulpomag
and coconut water 10 y 20%. The results allow
to consider the possibility of using Sulpomag
and coconut water, as partial substitutes for MS
mineral salts for in vitro propagation of Musa sp.,
cv. Cavendish for use in organic agriculture.

destinadas a la agricultura orgdnica donde des-
taca Australia con 42% del total, seguido de
Europa (21%), América Latina (20%), Asia (13%)
y Africa (3%). En América Latina Perd es uno de
los paises con mayor desarrollo de la agricultura
orgdnica y sobresale en el 2007, el cultivo de café
(76%), banano (15%) y cacao (2%), exportado a
los EE. UU (AGRODATA 2008); sin embargo,
para la obtencién de la certificacion orgédnica de
exportacién se requiere cumplir rigurosas nor-
mas técnicas que garanticen que el producto se
encuentra libre de compuestos quimicos conside-
rados prohibidos como la urea y relacionados que
contengan nitrato de potasio (KNO;) y nitrato de
amonio (NH,NO,), entre otros.

Las técnicas del cultivo de tejidos, en
especial las relacionadas con el saneamiento de
enfermedades sistémicas y la propagacién masi-
va y réapida, se han convertido en herramientas
indispensables en el desarrollo de la agricultura.
Vasil (2008) considera que este desarrollo se
debe en gran medida a la formulacién, a partir de
la década del 50, de medios de cultivo con altos
contenidos de sales minerales, particularmente
de amonio, nitrato, fosfato y potasio como las
sales minerales MS (Murashige y Skoog 1962)
y B5 (Gamborg et 4dl. 1968), entre otras. Estas
sales minerales, formuladas inicialmente para la
induccién y crecimiento de callos de Nicotiana
tabacum 'y suspensiones celulares de Glycine
max, respectivamente, se utilizaron en una amplia
variedad de especies, incluso muy distantes taxo-
némicamente. Actualmente el medio de cultivo
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MS es el mds utilizado en cultivo de tejidos de
numerosas especies y si bien no siempre se ha
observado crecimiento 6ptimo de los explantes,
por lo menos ha ocurrido un crecimiento inicial
(Niedz y Evens 2007, George y de Klerk 2008,
Azofeifa et al. 2008).

Por otro lado, la literatura reporta la bus-
queda permanente de sustitutos de los compo-
nentes del medio de cultivo con la finalidad
de disminuir los costos, que en el caso de los
paises en desarrollo, junto a otros rubros como la
mano de obra y la energia eléctrica, representan
30-35% del costo de produccién (IAEA 2004).
Asi tenemos que en la propagacién de banano
se ha intentado sustituir completamente las sales
minerales MS por soluciones nutritivas pobres en
elementos minerales como las sales de Knop; sin
embargo, los resultados fueron poco satisfactorios
(Ganapathi et 4l. 1995). En otros casos se utilizé
el fertilizante foliar 7-6-19 en el enraizamiento
de meristemas de Cattleya sp. (Gutiérrez 1996),
el fertilizante 20-10-20 en el cultivo de semillas
de Arabidopsis thaliana (Pollock y Oppenheimer
1999), los fertilizantes Peters (24-8-16), Floren
(10-15-5) y Folifértil (20-30-10) en la micropro-
pagacion de Laelia anceps (Romero-Tirado et al.
2007) y varios abonos foliares comerciales en la
micropropagacién de nudos de Solanum tubero-
sum (Azofeifa et 41. 2008).

Los primeros trabajos sobre micropro-
pagacion de banano se realizaron con dpices
caulinares (Ma y Shii 1972). Desde entonces
numerosas variedades y clones de banano y pla-
tano se propagaron en varias partes del mundo
(Krikorian y Croanuer 1984, Sandoval et 4l. 1991)
hasta alcanzar tasas muy altas de propagacién
mediante el Sistema de Inmersion Temporal
(Alvard et 4al. 1993, Colmenares y Giménez
2003). Adicionalmente, cabe destacarse los traba-
jos pioneros de Berg y Bustamante (1974) quienes
utilizaron el cultivo de meristemas para obtener
plantas del cv. Cavendish saneadas del virus del
mosaico del pepino (CMV) y el de Banerjee y de
Langhe (1985) quienes desarrollaron un protocolo
para conservar in vitro germoplasma de bananos
y platanos por limitacién del crecimiento a tasas

minimas y la transformacién genética mediante
biobalistica (Valerio y de Garcia 2008). No obs-
tante, las técnicas del cultivo de tejidos no son
reconocidas como aplicables para la agricultura
orgdnica, las que se fundamentan en la incorpo-
racion de sales minerales no permitidas (Regla-
mento Técnico para los Productos Orgénicos
2006), que limitaban la obtencién de unidades de
siembra sanas y consecuentemente la posibilidad
de utilizar la biotecnologia para incrementar los
niveles de produccién. Es por ello que el objetivo
de esta investigacion fue desarrollar un medio de
cultivo que sustituya parcialmente las sales mine-
rales del medio de cultivo MS por el Sulpomag,
fertilizante inorganico autorizado, asi como por
los complejos orgdnicos agua de coco (AC) y
caseina hidrolizada (CH), fuentes de nitrégeno
orgdnico, en la propagacién in vitro del banano
Musa sp., cv. Cavendish, en el norte del Peru.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Como material vegetal se utilizaron hijue-
los de espada de banano, Musa sp., var. Caven-
dish, de 20—40 cm de altura, obtenidos de plantas
en produccion en las mejores condiciones fisiol6-
gicas y fitosanitarias, en los campos agricolas de
la Asociacion Chira, Sullana, Piura (Pert). Estas
plantas se encontraban con fertilizacién orgdnica.

Desinfestacion y establecimiento del cultivo

Los hijuelos se lavaron con abundante
agua con detergente para eliminar la tierra de
cultivo. Luego se deshojaron con un cuchillo de
cocina hasta obtener un dpice caulinar de 3 cm
de altura. A razén de un explante por frasco se
desinfestaron con alcohol etilico 70% durante 1
min e hipoclorito de sodio concentrado (Clorox®
5,25% de cloro activo) con 3 gotas de Tween 20
durante 10 min, enjuagaron con agua destilada
esterilizada por 3 veces consecutivas e inocu-
laron en el medio de cultivo de iniciacion. Este
medio de cultivo incluyé las sales minerales
MS (Murashige y Skoog 1962), las vitaminas
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m-inositol 100 mg.I! y tiamina.HCI 1 mg.l?,
sacarosa 2%, BAP (benzilaminopurina) 5 mg.I"' y
agar 0,6%. El pH del medio de cultivo se ajusté en
5,8+0,1 con HCIl y NaOH 0,IN, antes de dispen-
sarlo en frascos de vidrio de 10x6 cm, y después
de sellados, se esterilizaron en 121°C de tempe-
ratura y 15 libras/pulgada® de presién durante 20
min. Las condiciones ambientales de incubacién
se ajustaron a 24-26°C, 80-85% de humedad
relativa, 30 gmol.m?.s”! de intensidad luminica y
16/8 h de fotoperiodo.

En el control de la contaminacién bac-
teriana enddgena se utiliz6 una solucién de
cloranfenicol y rifampicina, 50 y 30 mg.ml?,
respectivamente, eluidas en agua destilada esteri-
lizada, mientras que los explantes contaminados
se colocaron en frascos esterilizados con 10 ml de
la solucién bactericida durante 48 h.

Caracteristicas e incorporacion del Sulpomag

El Sulpomag o sulfato de potasio y mag-
nesio, es un fertilizante de origen natural con la
siguiente composicién quimica: K,O 22%, MgO
22%, S 18% y Cl (cloruro) 2,5% y humedad
maxima 0,5%. Sus propiedades fisico-quimicas
se detallan en el Cuadro 1.

En la incorporacién del Sulpomag se adop-
té el siguiente criterio y procedimiento: Las
sales minerales MS incorporan MgSO,.7H,0 370
mg.l"! (0,37 glI?") y a partir del peso molecular
(PM) del compuesto (150 g) y el peso atdmico
del Mg (24 g), se establecié una relacién de 100
g de Sulpomag en 22 g (22%), tal como lo indic6
la composicion del fertilizante, por lo tanto, la
relacion establecié 0,2690 g de Sulpomag. El
mismo criterio se utilizé para el caso del azufre
(MgSO,.7H,0 150 g y S 32 g), cuya relacion
establecié 0,4385 g de Sulpomag y en el caso
de la incorporacion del potasio (K) se tomé en
consideracion que en las sales minerales MS éste
elemento se incorpora como KNO; 1900 mg.1"!
(19 gI') y KH,PO, 170 mg.I"" (0,17 g.I'") y con el
razonamiento anterior, la sumatoria de la relacion
estableci6 3,5564 g de Sulpomag. En funcién a
estos resultados se consider6 la cuarta parte del
valor obtenido para el S, es decir, 0,1096 g a
incorporar por litro de medio de cultivo, para de
esta manera no incurrir en deficiencia de Mg o
en exceso de K, que resultaria t6xico. Los valores
obtenidos y las relaciones establecidas se detallan
en el Cuadro 2.

Cuadro 1. Propiedades fisico-quimicas del sulfato de potasio y magnesio (Sulpomag), utilizado en el brotamiento de dpices
caulinares y enraizamiento de brotes de banano (Musa sp., var. Cavendish).

Propiedades fisico-quimicas del Sulpomag!

Estado fisico: Sélido
Apariencia: Cristales o granulado
Color: Rosado

Olor: Caracteristico

Densidad: 2,8 g/em?
1442-1506 kg/m? (de almacenamiento)

pH: 7,0 (5% de solucién) a 20°C

Peso molecular: 415 g.mol"!

Solubilidad: 244 g.I'! (25°C)

Punto de ebullicion: No disponible

Punto de inflamacién: No disponible

Punto de fusién: 1066-7°C

Temperatura de auto ignicion: No disponible

Temperatura de descomposicioén: No disponible

' Fuente: MISTI Fertilizantes S.A.
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Cuadro 2. Relacién entre los componentes (K, S y Mg) del Sulpomag, respecto a sus correspondientes en el medio de cul-
tivo MS, utilizados en el brotamiento de dpices caulinares y enraizamiento de brotes de banano (Musa sp., var.

Cavendish).

Composicién Peso para cada

Sulpomag MS

del Sulpomag (%) componente (g) Elemento () (® Relacion

Respecto a K (3,5556 g)
K 22,0 0,7824
Mg 22,0 0,7824 Mg 0,7824 0,0592 1:13,21
S 18,0 0,6401 S 0,6401 0,0789 1:8,11

Respecto a S (0,4385 g)
K 22,0 0,0966 K 0,0966 0,7824 1:0,12
Mg 22,0 0,0966 Mg 0,0966 0,0592 1:1,63
S 18,0 0,0789

Respecto a Mg (0,2690 g)

K 22,0 0,0592 K 0,0592 0,7824 1:0,07
Mg 22,0 0,0592
S 18,0 0,0482 S 0,0482 0,0789 1:0,61

Induccién de brotes y enraizamiento de
plantulas

Después de 30 dias de cultivo, en el medio
de cultivo de iniciacién, los explantes se seccio-
naron longitudinalmente en 2 partes iguales y
cultivaron en los diferentes tratamientos de medio
de cultivo de induccion de brotes. Posteriormente,
después de 60 dias de cultivo, los brotes formados
se cultivaron en los diferentes tratamientos de
medio de cultivo de enraizamiento.

En la fase de induccién de brotes el
tratamiento testigo (To) incorpord las sales
minerales MS (macro y micronutrientes), las
vitaminas m-inositol 100 mg.1"! y tiamina.HCI 1
mg.l'!, sacarosa 4%, AIA (4cido indol-3-acético)
0,2 mg.l!, BAP 5 mg.l! y agar 0,6%. Los tra-
tamientos ensayados (T1 — T10) incorporaron
KH,PO, 170 mg.l"! del medio de cultivo MS,
CaCl,.2H,0 150 mg.I"! del medio de cultivo B5
(Gamborg et al. 1968), los micronutrientes del
medio de cultivo MS, Sulpomag 0,1096 g.I'!,
sacarosa 4%, ATA 0,2 mgl!, BAP 5 mgl' y

agar 0,6%; los tratamientos T1-T5 incorporaron
NH,NO, y KNO, (330 y 380 mg.I"") y T6-T10
(165 y 190 mg.I'") que correspondieron a 1/5 y
1/10 del medio de cultivo MS, respectivamente;
los suplementos organicos caseina hidrolizada
(CH) 250 y 500 mg.I'' y agua de coco (AC) 10
y 20%, se incorporaron de acuerdo con los tra-
tamientos formulados.

En la fase de enraizamiento los trata-
mientos tuvieron una formulacién similar a lo
establecido para el medio de cultivo de induccién
de brotes con la excepciéon que en el testigo (To)
las sales minerales MS fueron incorporadas a la
mitad de su concentracidon, vitaminas, sacarosa
3%, AIB (4cido indolbutirico) 0,2 mg.I"!, carbén
activado (CA) 0,25% y agar 0,6%. Los tratamien-
tos ensayados (T1-T10) incorporaron todo lo
indicado en los tratamientos de medio de cultivo
de induccién de brotes con la excepcién de que
los reguladores de crecimiento AIA y BAP fue-
ron sustituidos por AIB 0,2 mg.I'' y sacarosa 3%,
suplementdndose, ademds, CA 0,25%.
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En ambos medios de cultivo el pH se
ajust6 en 5,8+0,1 con HCl y NaOH 0,IN, antes
de dispensarlos en frascos de vidrio de 10x6
cm, y después de sellados se esterilizaron en las
mismas condiciones que para el caso del medio
de cultivo de establecimiento o iniciacién. Las
condiciones ambientales de incubacion se ajus-
taron a 24-26°C, 80—-85% de humedad relativa,
70 ymol.m2.s”! de intensidad luminica y 16/8 h
de fotoperiodo.

Transferencia a suelo y aclimataciéon

Plantulas de 3-5 cm de altura fueron
sembradas en sustrato esterilizado con calor
seco, integrado por una mezcla en proporcio-
nes iguales de tierra de cultivo, tierra vegetal,
compost y limo (1:1:1:1); luego se colocaron
en camara de pldstico para proporcionarles un
ambiente artificial de alta humedad. Los riegos
se realizaron diariamente con agua corriente y
después de un mes las plantas se transfirieron a
bolsas de polietileno con sustrato tierra de cul-
tivo y arena de rio (2:1), antes de sembrarlas en
campo definitivo.

Variables evaluadas y analisis estadistico

Después de 60 dias de cultivo se eva-
Iué el nimero de brotes formados, altura del
brote, tasa de crecimiento, nimero de raices
por pldntula, longitud de raices, peso seco y
nimero de pldntulas normales (plantulas sin
sintomas visuales de deficiencia nutricional,
clorosis, necrosis apical o albinismo). Cada
tratamiento conté con 12 repeticiones y el
experimento se repitié 2 veces. En el andlisis
estadistico se aplic6 la prueba paramétrica
“post hoc” de multiples rangos de Duncan para
ANOVA de un factor para determinar grupos
homogéneos a un nivel de significacién del 5%
(p=0,05); éstos pardmetros fueron obtenidos
con el software estadistico SPSS Statistics 19
(IBM Corp. Released 2010).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Establecimiento del cultivo

El mayor problema en el establecimiento
del cultivo in vitro de banano fue la contamina-
cién bacteriana provocada por gérmenes Gram
positivos del género Bacillus, contaminacién de
aspecto cremoso y lechoso, ligeramente mucoi-
de, formada alrededor del explante. Carranza et
al. (20006), al estudiar la propagacién in vitro de
banano del cv. FHIA-18, informan sobre la pre-
sencia de B. subtilis, causante de la alta tasa de
contaminacion observada, en donde la bacteria
cubria totalmente la superficie del explante que
provocaba necrosis y muerte del tejido.

Segun el sitio de colecta del material vege-
tal, la contaminacién bacteriana por Bacillus sp.,
con presencia de endosporas, llegé a 100%, en
especial en explantes provenientes de plantas de
sitios inundados o con escaso drenaje; sin embar-
go, la contaminacién se controlé parcialmente
(50-70%) con aplicacién de una solucién de clo-
ranfenicol y rifampicina, 50 y 30 mg.ml!, respec-
tivamente, eluidas en agua destilada durante 48 h.
Algunos autores consideran que las especies de
este género son contaminantes introducidos como
resultado de practicas deficientes de laboratorio
(Leifert y Waites 1993, Carranza et al. 2006);
sin embargo, para la mayoria la principal fuente
de contaminacién es el tipo y origen del explante
(Van de Houwe 1998, Moutia y Dookun 1999,
Thomas 2004).

Induccion y elongacién de brotes

En el Cuadro 3 se observo, en la evalua-
cion realizada en 60 dias de cultivo, que en el
tratamiento T5 se alcanzé el mayor nimero de
brotes formados (5,4), muy similar a lo obtenido
en el testigo (To) (5,1), mientras que en el trata-
miento T7 se observd el menor nimero de brotes
formados (2,5). En los tratamientos T6 y T7, los
escasos brotes formados no fueron considerados
en la fase posterior de enraizamiento debido a
su precaria condicion fisiolgica. La prueba de
significacion de Duncan mostré que si bien el
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Cuadro 3. Efecto del fertilizante Sulpomag y las fuentes nitrogenadas caseina hidrolizada (CH) y agua de coco (AC) en la
induccién de brotes de banano (Musa sp., var. Cavendish), después de 60 dias de evaluacion.

Tratamiento Concentracion Sustancias complejas' Respuesta’
(KNO, + NH,NO,)
MS
e e M e
(mg.I) ) (N°) om) s
To (Testigo) MS - - 5,1cd 18¢ 100,0
T1 1/5 - - 3.8 be 1,5cd 68,0
T2 1/5 250 - 3.8 be 14 cd 68,0
T3 1/5 500 - 48 cd 1,4 bed 100,0
T4 1/5 - 10 4,7 cd 1.4 bed 75,0
T5 1/5 - 20 54d 1,6 de 100,0
T6 1/10 - - 33 ab 1,0a 15,0
T7 1/10 250 - 25a 1,1 ab 15,0
T8 1/10 500 - 3,1 ab 1.5 cd 35,0
T9 1/10 - 10 4,1 be 1,2 abc 35,0
T10 1/10 - 20 4,3 bed 1,2 abc 35,0
CV=33,7% CV=231%

I CH, casefna hidrolizada; AC, agua de coco.

2 Valores con letras distintas indican diferencias significativamente por la prueba de Duncan p<0,05.

tratamiento TS fue superior, result estadistica-
mente igual a los tratamientos To, T3 y T4.

En un estudio realizado con 4 cultivares
de banano, al utilizar sales minerales MS suple-
mentadas con BAP 3-5 mg.l'l, después de 45 dias
de cultivo, en Curraré (AAB), Dominico (AAB),
Gran Enano (AAA) Valery (AAA), se formaron
2,0-4.5 brotes.planta’ (Sandoval et 4l. 1991). En
el cv. Harton (AAB) se alcanzé un indice de mul-
tiplicacién de brotes de 4,3 en medio de cultivo
con BAP 5 mg.I'! (Colmenares y Giménez 2003);
sin embargo, en las mismas condiciones de cul-
tivo en bananos del grupo Cavendish (AAA) se
alcanzé 4.9 brotes (Hardy y de Garcia 1994), que
discrepaba con lo informado para el cv. Williams
(AAA) en el que se obtuvo apenas 2.4 brotes
(Colmenares y Giménez 2003). En otras formu-
laciones de medio de cultivo con BAP 5 mg.I'! y
AIA 1,2 mgl', en el pldtano cv. Maquefio (AAB)
se alcanz6 2,5 brotes (Canchignia et al. 2007) y

en banano del cv. Grand Nain (AAA), en medio
de cultivo con BAP 2,5 mg.I"! se obtuvo 2,1 brotes
(Alvard et 4l. 1993). Si se comparan estos resul-
tados con los obtenidos en la investigacién que
se presenta, se observa que fueron ligeramente
similares, en unos casos, y en otros ampliamente
inferiores, puesto que en esta investigacion, tanto
en el tratamiento T5 como en el testigo (To), se
formaron 54 y 5,1 brotes, respectivamente. Es
posible que la mayor formacién de brotes obser-
vado en el tratamiento TS se deba al suplemento
de AC 20% en medio de cultivo MS 1/5 (de la
concentracién total de NH,NO, + KNO,). Al
respecto, Colmenares y Giménez (2003) observa-
ron que en el cv. Williams (AAA), en medio de
cultivo con BA 1,5 mg.I"' y AC 20%, se formaron
2.4 brotes, muy similar a lo observado en medio
de cultivo con BA 2,5 mgl?!, sin AC, donde se
formaron 2,7 brotes.
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Como es conocido, el AC es una sustancia
muy compleja que posee una amplia variedad de
componentes orgdnicos e inorgdnicos, entre los
cuales citamos aminodacidos esenciales, diversos
compuestos nitrogenados, hormonas, enzimas,
purinas y pirimidinas, asi como sales minerales y
alto contenido de fésforo y magnesio (Krikorian
1991). Los resultados obtenidos en la investiga-
cién que se presenta, con aplicacion de AC, fue-
ron similares a los obtenidos sobre morfogénesis
en explantes juveniles y adultos de varias plantas
lefiosas como Kalopanax septemlobus (Moon et
al. 2008), Cedrela odorata (Pena-Ramirez et al.
2010), entre otras, lo que se atribuye a la presen-
cia de una mezcla compleja de varias citocininas,
entre otras sustancias presentes en el AC, que
resultaria quimicamente irreproducible (Ge et
al. 2005, 2006). En cuanto al efecto de la CH,
en el tratamiento T3, que incorporé MS 1/5 (de
la concentracién total de NH,NO; + KNO,) y
CH 500 mg.l'1 se observo 4,8 brotes formados,
un valor estadisticamente igual al obtenido en el
tratamiento T5. Una tendencia similar se observé
en Musa del grupo AA donde un mayor nimero
de brotes se formaron en medio de cultivo suple-
mentado con CH 100 mg.l"!, respecto al medio
de cultivo carente de este complejo orgdnico
(Strangsam y Kanchanapoom 2007).

En altura de brotes, en el testigo (To) se
alcanzé la mayor altura (1,8 cm), ligeramente
superior a lo obtenido en los tratamientos T5 y T8
(1,6 y 1,5 cm, respectivamente); en el tratamiento
T6 se observé la menor altura de brotes (1,0 cm), al
igual que en el tratamiento T7, por lo que no fueron
considerados en la fase posterior de enraizamien-
to. La prueba de significacion de Duncan mostrd
que si bien el testigo (To) fue superior, resultd
estadisticamente igual al tratamiento T5. La altura
de plantula observada en los cultivares Curraré,
Dominico, Gran Enano y Valery, en 45 dias de cul-
tivo, fue entre 9,1-11,7 cm (Sandoval et al. 1991),
cifras relativamente proximas a las informadas
para el banano cv. Basrai con 7,0 cm de altura de
plantula (Ganapathi et al. 1995); sin embargo, en
otros trabajos se informé una altura de plantula de
3,3 cm en el cv. Maquefio (AAB) (Canchignia et 4l.
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2007) y 2,8 cm en el cv. Barraganete (Canchignia
y Ramos 2004). En todo caso, los valores alcanza-
dos en la investigacion que se presenta resultaron
inferiores puesto que en el mejor tratamiento (TS)
se alcanzé una altura de planta de 1,6 cm. Es
posible que los datos obtenidos por Sandoval et al.
(1991) obedezcan al método utilizado para medir
la altura de la pladntula; sin embargo, el pobre
crecimiento de los brotes en la investigacion que
se presenta puede deberse a la concentracién muy
baja de las sales minerales MS 1/5 y 1/10 (de la
concentracion total de NH,NO; + KNO,) lo que
no fue revertido ni por el suplemento del Sulpomag
ni por los aditivos organicos complejos (AC y CH);
este hecho resulté dramético para los tratamientos
T6 y T7 donde las plantulas formadas mostraron
una precaria condicion fisioldgica por lo que fue-
ron descartadas en la continuidad de los ensayos.
En otros trabajos, Pollock y Oppenheimer (1999)
no encontraron diferencias en el crecimiento de
plantas de Arabidopsis al cultivarlas en medio de
cultivo suplementado con el fertilizante comercial
20-10-20, comparado con lo observado en el medio
de cultivo MS y un caso similar también fue repor-
tado por Azofeifa et al. (2008) al utilizar las for-
mulaciones denominadas AMSF y AMSF+Intra,
conformadas por combinaciones de sales minera-
les y fertilizantes comerciales, en la propagacion in
vitro de plantas de papa cv. Atzimba.

Aspectos morfologicos y fisiolégicos
de los brotes

Como se indica en el Cuadro 3, inicamen-
te los brotes que crecieron en los tratamientos
control (To), T3 y TS5 mostraron 100% caracteris-
ticas morfoldgicas y fisiolégicas normales: brotes
erguidos con hojas expandidas, verdes y turgen-
tes; en cambio en los tratamientos T6 y T7, sola-
mente se registré 15% de brotes normales puesto
que el resto mostraron deficiencias morfoldgicas
y nutricionales: plantas raquiticas, hojas corcho-
sas, cloréticas, con bordes necrosados y otras
vitrificadas, por lo que fueron descartados para la
fase de enraizamiento. En el resto de tratamientos
ensayados el porcentaje de plantas normales fue
variable (35-75%).
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De manera general los tratamientos que
mostraron menores concentraciones de nutrientes
del medio de cultivo MS, también menor nimero
de plantas normales con resultados dramadticos
en los tratamientos T6, que no incorporaron AC
y CH y T7, pero s incorporé CH 250 mg.l"". Una
caracteristica frecuente de las plantas anormales
es la clorosis que ha sido atribuida a desbalances
minerales en el medio de cultivo, particularmente
por altos niveles de K y P, que pueden causar una
deficiencia fisioldgica de Fe, tal como se observé
en hibridos de Eucalyptus (Gribble et al. 2002).
Por otro lado, los fertilizantes inorgdnicos que se
adicionan como complementos a las sales mine-
rales MS o a cualquier otra formulacién de sales
minerales convencionales, siempre incorporan
impurezas o trazas de otros elementos, como
cloruros y sodio, que no se consideran en los
calculos o que estdn contenidos en la formula-
cién del producto comercial y que es imposible

obviarlos, pero que pueden influir significativa-
mente en la nutricién, metabolismo y fisiologia de
los explantes (Taiz y Zieger 2006, Roussos et 4l.
2007, Azofeifa et al. 2008). En esta investigacion
una caracteristica observada del Sulpomag fue
la presencia de una importante cantidad de par-
ticulas solidas de diferente tamafio, tanto como
precipitados y en suspension, las que se conside-
raron impurezas; sin embargo, no se descarta la
posibilidad de que ejercieran alguna influencia en
el crecimiento de los explantes.

Enraizamiento

En el Cuadro 4 se muestra los resultados
obtenidos en el nimero de raices formadas, altu-
ra de planta, tasa de crecimiento y peso fresco,
después de 30 dias de cultivo. El mayor nimero
de raices formadas se observd en el tratamiento
T3 (10,4) seguido de los tratamientos T2 y T5

Cuadro 4. Efecto del fertilizante Sulpomag y las fuentes nitrogenadas caseina hidrolizada (CH) y agua de coco (AC) en el
enraizamiento de brotes de banano (Musa sp., var. Cavendish), después de 30 dias de cultivo.

Concentracion
Tratamiento!  (KNO, +NH,NO,) Sustancias complejas? Respuesta*
MS?
CH AC Raices Altura Tasa Peso
(mg.I) %) (N°) planta crec. Fresco
(cm) (cm) (2)
To (Testigo) MS1/2 - - 8,0 abcd 5,3 de 2.4 ab 2,3d
T1 1/5 - - 8,8 cde 4,6 cd 2,8 be 1.9 cd
T2 /5 250 - 10,3 e 4.4 be 2,6b 2,0cd
T3 1/5 500 - 104 e 4,7 cd 2,7b 2,0cd
T4 1/5 - 10 8,3 bed 4.8 cde 2,8 be 1,7 be
T5 1/5 - 20 9,3 de 55e 35¢ 23d
T6 1/10 - - n.e n.e n.e n.e
T7 1/10 250 - n.e n.e n.e n.e
T8 1/10 500 - 7,3 abc 3.8 ab 2,1 ab 1,4 ab
T9 1/10 - 10 6,6 a 33a 1.8a 1,1 a
T10 1/10 - 20 6,9 ab 34a 1.6a I,la
CV=199% CV=163% CV=324% CV.=26,6%

1
2

CH, caseina hidrolizada; AC, agua de coco.

Valores con letras distintas indican diferencias significativamente por la prueba de Duncan p<0,05.
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(10, 2 y 9,3 raices formadas, respectivamente),
en tanto que el menor nimero se observo en los
tratamientos T10 y T9 (6,9 y 6,6 raices formadas,
respectivamente). La prueba de significacion
de Duncan indicé que el tratamiento T3 si bien
resulté superior, estadisticamente fue igual a los
tratamientos T2 y TS. Estos resultados difieren de
los observados en los cultivares Curraré, Domi-
nico, Gran Enano y Valery, en 45 dias de cultivo,
donde el promedio en nimero de raices formadas
fue 6,8 raices.planta’ (Sandoval et 4l. 1991) y en
el cv. Gros Michel, con 1-3 raices.planta’! (Por-
tero 1991); sin embargo, resultaron mds cercanos
con lo informado por Giibbiik y Pekmezci (2004)
con 10-12 raices.planta™.

La longitud de raices (datos no mostra-
dos en tabla), en los tratamientos T1, T3 y TS,
fue superior a 5,0 cm, mientras que en el resto
de tratamientos ensayados varié entre 3,5 a 5,0
cm. En los cultivares Curraré, Dominico, Gran
Enano y Valery, en 45 dias de cultivo, la longitud
promedio de raices fue 1,1 cm.planta’ (Sandoval
et al. 1991) lo que se atribuyd a que estos autores
no incorporaron reguladores de crecimiento al
medio de cultivo de enraizamiento. Un caso simi-
lar se observé en la propagacién in vitro de plan-
tulas de Laelia anceps donde la mayor formacién
y longitud de raices ocurrié en los complejos
fertilizantes Peters 25% (24-8-16) y Floren 25%
(10-15-5), utilizados como sustitutos de las sales
minerales MS, sin reguladores de crecimiento
(Romero-Tirado et 4l. 2007).

Sobre altura de planta, el mayor valor
correspondi6 al testigo (To) (5,3 cm) seguido
de los tratamientos T4 y T3 (4,8 y 4,7 cm, res-
pectivamente), en tanto que los menores valores
correspondieron a los tratamientos T9 y T10 (3,4
y 3,3 cm, respectivamente). La prueba de signi-
ficaciéon de Duncan indicé que los tratamientos
To, T4 y T3 resultaron estadisticamente iguales.
La altura de planta durante el enraizamiento
suele ser mayor que la altura de planta alcanzada
durante el establecimiento del cultivo, tal como
fue observada en la investigacién que se presenta
aunque estos datos resultaron inferiores a los
informados por Sandoval et al. (1991), para los
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cultivares de banano Curraré, Dominico, Gran
Enano y Valery, en 45 dias de cultivo, cuyas plan-
tas alcanzaron una altura promedio de 10,4 cm;
como se indicé lineas arriba, esta significativa
diferencia obedeceria al método utilizados por
dichos autores al estimar la altura de las plantas.
Los resultados de la presente investigacion estan
en concordancia con lo informado por Strangsam
y Kanchanapoom (2007) quienes en cultivo de
Musa AA de los grupos ‘Kluai Sa’ y ‘Kluai Leb
Mue Nang’ obtuvieron brotes de 4-5 cm de altura
y por Giibbiik y Pekmezci (2004) quienes obtu-
vieron plantas de banano de 4,4-5,9 cm de altura.

Sobre la tasa de crecimiento, el mayor
valor correspondié al tratamiento TS (3,5 cm)
seguido de los tratamientos T1 y T4 (2,8 cm),
mientras que la menor tasa de crecimiento se
observé en los tratamientos T9 y T10 (1,8 y 1,6
cm, respectivamente). La prueba de significacion
de Duncan indicé que el tratamiento TS5 resultd
estadisticamente superior a los tratamientos T1
y T4 que resultaron estadisticamente iguales. Si
bien no se cuenta con informacién sobre tasa de
crecimiento in vitro de plantas de banano y pla-
tano, en otras especies como en Paphiopedilum
exstaminodium 'y P. caudatum (Rodriguez 2000)
y Stanhopea tigrina (Moreno y Menchaca 2007)
las mayores tasas de crecimiento se observaron
en los tratamientos suplementados con agua de
coco y pulpa de platano, tan igual a lo observado
en esta investigacion.

En cuanto al peso fresco, el mayor valor
correspondié a los tratamientos testigo (To) y
T5 (2,3 g) seguidos de los tratamientos T2 y T3
(2,0 g), mientras que los menores valores corres-
pondieron a los tratamientos T10 y T9 (1,1 g). La
prueba de significacion de Duncan indicé que
el tratamiento To resultd estadisticamente igual
al tratamiento TS. En los cultivares de banano,
Curraré, Dominico, Gran Enano y Valery, en 45
dias de cultivo, el peso fresco promedio fue 2,3 g,
cifra igual a la reportada en la investigacién que
se presenta, lo que ciertamente es una consecuen-
cia del metabolismo de nutrientes y el almacena-
miento de sustancias de reserva en las yemas, tal
como se observé en los hibridos de cereza Inmil
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GM9 donde los mayores valores de peso fresco
se correlacionaron con una mayor absorcion de
macroelementos de los tallos que se expresé en
un mayor crecimiento y multiplicacién (Djurdjina
et 4l. 2001).

Por otro lado, durante el proceso de enrai-
zamiento de brotes se observd, también, la for-
macién de 2-5 nuevos brotes en los tratamientos
T4 y TS en alrededor del 80% de los explantes,
mientras que en los tratamientos To y T1 no
hubo formacién de nuevos brotes y en los otros
tratamientos evaluados se formé solamente un
brote, en alrededor del 20% de los explantes
(datos no mostrados en cuadro). Es posible que
la mayor formacién de brotes en los tratamientos
T4 y TS sea consecuencia de la alta tasa de BAP,
utilizada en la fase anterior de multiplicacion, y
del agua de coco.

Aclimatacion

La tasa de supervivencia, en condiciones
de invernadero fue 100%, en las pldntulas cre-
cidas en todos los tratamientos ensayados; sin
embargo, la tasa de supervivencia en campo defi-
nitivo fue 95%, cifra muy semejante a lo reporta-
do en trabajos similares, al utilizar incluso otros
tipos de componentes como humus de lombriz,
entre otros (Sandoval et 4l. 1991, Canchignia et
al. 2007).

CONCLUSIONES

El cultivo orgédnico del banano exige que
los productores cumplan un estricto reglamento
entre cuyas normas se establece la no fertiliza-
cién con nitrato de amonio (NH,NO;) y nitrato
de potasio (KNO,) e incluso en los medios de
cultivo utilizados en la micropropagacién in
vitro. Es por ello que en la produccién de plan-
tas in vitro de Musa sp., cv. Cavendish, en las
areas agricolas de Sullana (Piura, Peri), tanto
en las fases de induccién de brotes como de
enraizamiento se ensayaron varios tratamientos
de medio de cultivo donde destaca el tratamiento
que incorpord el fertilizante inorgdnico Sulpo-
mag 0,1096 g1, 1/5 de NH,NO, y KNO, (330 y

380 mg.l"!, respectivamente) del medio de cultivo
MS, los micronutrientes MS y agua de coco 20%,
observandose 5,4 brotes/explante con altura de 1,6
cm y 100% de plantulas normales, que superaron
al testigo que incorpor6 las sales minerales MS en
su concentracion total, mientras que el nimero de
raices formadas fue de 9,3/explante en el mismo
medio de cultivo suplementado con AIB 0,2 mg.I'!
y CA 0,25%, sustituyendo a los reguladores de
crecimiento utilizados en la fase de induccion de
brotes. Las plantulas no mostraron deficiencias
fisiolégicas y alcanzaron una tasa de aclimata-
cién y transferencia a suelo de 95%.
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