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I.  INTRODUCCION

Los bananos y platanos son los productos mas consumidos en el mundo.
Probablemente criginaria de la zona tropical Asiatica. Su cultivo se ha extendido
practicamente a todas las regiones del mundo que padecen de heladas ¢ que sdlo

la padecen excepcionalmente, CHAMPION (1968).

Los primeros clones de platano identificados en America fueron SEDA (Musa
sapientum) y el Francés (Musa paradisiaca), la expansion de dicho cultivo se
intensificd durante las décadas iniciales del siglo XIX, la cual se vio facilitada por la
intervencion de las poblaciones nativas, las gue se encargaron de llevar el material
de propagacion tierra adentro antes de la llegada de los colonizadores. En esta
misma época llegd al Perd como resultado de varias introducciones procedentes

del Noreste y Este, FIGUEROA Y GEORGE (1992).

Los bananos y platanos ocupan el cuarto lugar como alimento en el mundo
después del trigo, maiz y arroz; el Perld solo produce para su consumo interno FAQ
(1995). En San Martin hasta mediados de la (ltima década se cultivd 38 570 has de
platano aproximadamente (datos extraidos del INEI); siendo el principal problema

las enfermedades foliares, FLORES (1986).

La propagacién comin en San Martin, s& hace a partir de hijuelos que
proceden de plantas madres la misma gue no garantiza un estado fitosanitario

optimo y con la finalidad de hacer méas eficiente la obtencidn de material para la
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propagacién, se planted evaluar la eficiencia de -3 medios de cultivos para
micropropagar 4 clones de musa spp. (2 clones de platano y 2 clones de banano)
a partir de apices florales. Esto implica la introduccion, establecimiento in Vitro de
los 4 clones de Musa spp mas consumidos en San Martin, como son: el Inguin,
Bellaco, Seda y Manzano. Las dos primeras precisan de coccion previa y las dos

Oltimas se consumen como fruta fresca.

Las técnicas de micropropagacion, permitid obtener clonas en laboratorio é
invemadero libres de enfermedades, siendo esto uno de los trabajos de
microprogacion de interés a nivel regional y del Perl, posiblemente sea también a
nivel del mundo.

Se encontrd un solo antecedente de investigaciones de micropropagacidn a
partir de apices florales, que pertenece a Cronauer y Krikorian 1985,
investigadores del departamento de Bioquimica, divisidn de Ciencias Biologicas de

la Universidad del estado de New York.



2.1,

2.2,

2.3,

Il. OBJETIVOS

Evaluacion de la eficiencia de 3 medios de cultivo para la micropropagacion
de 4 Clones de Musa spp. a partir de apices florales en el Laboratorio de

Cultivo de Tejidos Vegetales de la UNSM-T.

Evaluacion de las diferentes fases del proceso de micropropagacion de los 4

clones de Musa spp.

Obtencién de clones de Musa spp. exentos de patdogenos a nivel de

laboratorio e invernadero.
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IIl.  REVISION BIBLIOGRAFICA

DISTRIBUCION DEL PLATANO EN EL MUNDO

El Platano, a fines del siglo pasado era una planta casi desconocida en
Europa, a donde habian llegado muy escasos ejemplares, traido de las
regiones tropicales por naturalistas viajeros, y se conservaban como
preciosas rarezas en los invernaderos cdlidos de algunos museos de las
capitales Europeas. Fue considerado como un fruto exdtico debido a la
prevision de los tripulantes, quienes para mejorar su alimentacién en el curso
de las travesias, embarcaban algunos racimos en sus escalas de los Mares
del Sur. En nuestros dias, tanto en Europa Occidental como en América de
la zona templada, es cosa cormente ver racimos de Platano, las cuales se
consumen en cantidades comparables a cualquiera de las frutas conocidas
por el propio Pais importador. El desarrollo de lo que los anglosajones llaman
* Industria Bananera *, o sea la produccion en zonas tropicales apropiadas
con vistas a la exportacion a [as zonas pobladas y de clima templado, asi
como la comercializacion de esta produccion, s& ha superado en menos de

sesenta afios, Champion (1968)



3.2. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

VISTA ESQUEMATICA DE UN PLATANO
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FORMA DEL APICE Y CARACTERIZACION DE LA
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TAXONOMIA DEL PLATANO

Las musdceas comestibles Bananos v Platanos pertenecen a la
familia Muséceas, la cual agrupa solo especies diploides en dos Géneros,
Ensete y Musa. Se conocen cuatro diferentes nimeros basicos de
cromosomas Yy algunas especies son definidas pobremente, faltando

completar su identificacion, MORAN (1986).

ORDEN : Estaminea

CLASE : Monocotiledénea

FAMILIA ; Musacea

GENERO Musa y Ensete

ESPECIES : acuminata, balbisiana, textilis.

Fuenta: Figueroa y George 1952

ALGUNOS CLONES DE PLATANO CULTIVADOS EN EL PAIS
Segin Figueroa y George (1992) los clones de Platano mas
importantes en el pais son mayormente triploides de Musa acuminata (AAA)
& hibridos de Musa Acuminata X Musa balbisiana (AABXABB). Dentro de
cada uno de estos hibridos existen varios clones derivados de mutaciones
que se han perpetuado en diversas localidades.
3.5.1. La seda
Conccida en otros lugares como platano de guayaquil ©
Grossmichel; aparecid en cultive de Buma, Tailandia, Malaya,
Indonesia y Sri Lanka. Este clon muestra un seudo tallo de color verde,
con manchas oscuras, alcanzando en promedio una altura de 5.0
metros y un diametro de 25 cm. Las bracteas de la inflorescencia son
lanceoladas y se amollan antes de su desprendimiento del eje del

racimo, dejando una base prominente. El Seda muestra mejor
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adaptacibn a las regiones tropicales, especialmente a las areas
himedas y de suelos fértiles. En la zona del alto Huallaga existen dos
clases de este cultivar, que ademas de variaciones en el vigor de la
planta, color del seudo tallo y caracteristicas del eje de la
inflorescencia presenta diferencias en su tolerancia o susceptibilidad

a la Sigatoka.

El manzano

Es un clon cultivado en pequena escala. La planta se caracteniza
por su seudo tallo de color blanco cremoso, con una altura promedio de
3,90 m y un didmetro en su base de 28 cm. Las flores masculinas son
de color amarille cremoso. El racimo al madurar presenta unos 90
frutos, con un peso por unidad de 110 g. A la madurez fisioldgica el
fruto es de color amarillo cremoso. En este estado de madurez se
agrieta con mucha facilidad. En un corte transversal la pulpa es
blanguecina y presenta cuatro filas de dvulos en cada uno de los tres
loculos. Los frutos maduros tienen un sabor acido dulce agradable

con buena aceptacion por parte de los consumidores.

Los frutos se desprenden del racimo con mucha facilidad
separandose a la altura del pediculo. Este cultivar es altamente

resistente a la Sigatoka pero susceptible al mal de Panama.
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El bellaco o hartén

Conocido en oftras localidades del tropico como “Harton™ o
*Barraganete”, se cultiva en el Pais tanto en la Selva como en la Costa
Morte. La planta muestra un seudo tallo verde Rosado de 3.0 m
aproximadamente de altura, y con un diametro de su base de 24 cm,
Las bracteas de la inflorescencia son rectas y caen con facilidad en lo
que se diferencia del INGUIRI. Las flores masculinas presentan un
color amarillo. El racimo al completar su madurez  muestra un
promedio de 33 frutos de unos 30 a 40 cm de largo y con un peso por
unidad de 650 g. En un corte transversal, el fruto presenta dos filas

de dvulos en cada uno de los tres [oculos.

El inguiri

También conocido como *Dominico” en el cual se distinguen por
lo menos tres mutantes que difieren en el color del seudo tallo: Asi se
tiene el Verde Rosade con manchas oscuras. La altura de la planta en
promedio es de 3.0 m con un didmetro de 20 cm. Las bracteas de la
inflorescencia son rectas, persistiendo las mas préximas al badajo. En
su composicion sobresale el contenido relativamente alto de  almidén,
consumido mayormente cocido, es resistente al mal de Panamay a la

Sigatoka.
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3.5.5. El Cavendish enano

Cultivar llevado desde el sur de la China hacia diversas dreas
tropicales vy subtropicales del mundo, ha logrado una buena
adaptacion, especialmente a estas dltimas areas. Este clon presenta el
seudo tallo de color Verde Rosado, con una altura en promedio de
1,80 m y un didmetro de 21 cm, haciéndolo menos susceptible a los
dafios por el viento por su baja estatura, Las bracteas de la
inflorescencia son lancecladas vy rectas. Al alcanzar la madurez
comercial el racimo tiene 180 dedos con un peso de 180 g por dedo
en promedio, Esta planta es susceptible a la Sigatoka & inmune al mal

de Panama.

EL CULTIVO “in vitro” DE PLATANO

Se conoce de un modo general, como cultives In Vitro al conjunto de
métodos vy técnicas de |aboratorio  utilizados en el estudio, propagacion,
manejo y conservacion de Células, Tejidos Segmentos, drganos 6 individuos
en condiciones érﬂﬂciales, sea este animal 6 vegetal, MORAN (1986).

En nuestro caso el interés principal son las especies vegetales.

A fines del siglo pasado, cuando se realizaron los primeros ensayos
del cultivo de celulas vegetales sobre medios arificiales, se pensd en esta
técnica como un medio interesante para el estudio de la "oti potencia
celular" vy para entender y comprender mejor diversos fendmenos

fisiolégicos y morfogeneticos, MORAN (1988).
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En 1986 luego de que se han desarrollado otras técnicas de cultivo In
Vitro, como las de cultivo de drganos, segmentos de drganos, de tejidos
aislados, de células, de protoplastos, etc. el conjunto de ellas se ha
convertido en un medio Ot en diversas ramas de la Agronomia vy de la
Industria MORAN (19886), AGRIOS (1995). La biotecnologia se basa en un
conocimiento profundo de la biclegia molecular (de las plantas), en el uso de
varias técnicas de cultivos vegetales y en la capacidad para identificar, aislar,
transferir genes especificos de un tipo de organismo (vegetal) a ofra planta u
otro organismo. Asimismo, la Biotecnologia ‘egetal permite la rapida
clonacion de las plantas, acelera y amplia los limites del fitomejoramiento vy
permite obtener productos vegetales especializados bajo las condiciones de

cultivos de tejidos, AGRIOS (1995).

El cultivo de tejidos In Vitro gque comprende desde el nivel de
organelos, pasando por el nivel celular, hasta llegar al conjunto de nuevos
individuos posee en todos los cases ciertas pautas fécnicas comunes tales
como: El medio de cultivo, los procedimientos de estenlizacion, la
manipulacién aséptica, y la extraccién de los explantes, técnica de siembra y
transferencia en cdmaras estériles, la incubacion de los explantes, el manejo
y conservacion de organos neoformados, el cultivo en medios liquidos, etc.
asi como la utilizacién de recipientes de capacidad, tipo y forma diversa, los

medios de crecimiento de los explantes, etc. MORAN (1986).
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PRINCIPALES FACTORES DEL CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES “in

Vitro

Segun FIGUEROA Y GEORGE (1992)
3.7.1. El medio de cultivo:
La constitucidn del medio de cultivo esta con relacion a los
requerimientos nutritivos del explante. Los constituyentes basicos son:
Macronutrientes: N,P,K,Ca Mag,C, entre otros

Micronutrientes: Fe,|,B,Mo.Mn,Cu y otros

Ambos tipes de nutnentes son utilizados en forma de sales y la
cantidad utilizada es variable. El carbén es provisto por medio de la
adicién de un azlcar;, Sacarosa, Glucosa, efc. Este componente es
indispensable debido a la incapacidad de los explantes de realizar un

proceso fotosintético.

Las Vitaminas tales como el acido nicotinico, la piridoxina, la
aneurina (Tiamina), O otras vy algunos aminocacidos, por ejemplo la
cisteina y la glicina son agregados como reguladores del proceso

metabdlico.

Las hormonas, o reguladores de crecimiento son agregados en
tipo y proporcion sujetos al crecimiento o desarrollo o ambas que se
desea obtener. Algunas veces para este fin se agregan sustancias en

composicion quimica no definida tales como el hidrosilato de caseina,
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leche de coco, el jugo de algunos frutos por ejemplo de Tomate, de
Maiz, etc Otro componente obligado, en los medio sdlides es el Agar,
cuyo contenido en vitaminas y otros compuestos hace necesaria su

purificacién o la utilizacién de marcas de pureza comprobada.

Segun los constituyentes, su cantidad varia de algunos gramos
por litro (Agar) hasta micromoles en caso de las vitaminas v
hormonas. Es necesario para facilitar la preparacién de los medios de
cultivo, tener soluciones madres concentradas de los diferentes
constituyentes. Las soluciones madres de los nutrientes minerales son
bastante estables y pueden permanecer inallerables durante muchas
semanas, en el caso de las vilaminas y otros nutrientes organicos,

especialmente las hormonas, es mejor prepararlos semanalmente.

Procedimientos de esterilizacion

Para los medios de cultivo el procadimiento de esterilizacion es
fisico:
En autoclave entre 115° a 121° C durante 15 a 20 minutos es
generalmente adecuado. Sin embargo, en algunos casos es necesario
esterilizar por filtracién cuando intervienen compuestos termolabiles,
ejemplo: las homonas, las vitaminas, etc, Esta situacidon se presenta

al esterilizar cantidades grandes de medio.

La esterilizacion de material de vidrio puede hacerse en

autoclave, al igual que el material metalico (Pinzas, bisturi, etc.) el cual
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es envuelto en papel aluminic aungue también puede realizarse con
alcohol etilico y pasaje al calor de la llama de un mechero | o por calor

seco ( Estufa).

El material vegetal luego de su lavaje en agua corriente y su
segmentacién, debe sufrir una pre-esterilizacion con alcohol de 70 % y
posteriormente ser esterilizado en hipoclorito de calcio o en hipoclorito
de sodio algunos minutos. Si se agrega saponina, dentro del bano del
esterilizante no es necesario pre-esterilizar. Luego hay que enjuagar

los segmentos en agua destilada estéril.

La siembra y transferencia de los segmentos

Deben realizarse en camaras especiales portatiles, en cuartos
especiales de siembra o en gabinetes de flujo laminar. En este Uitimao
caso se trata de equipos con maguinas regulables para la impulsion
de aire, el cual es filtrado a través de un filtro bactericida. Es un equipo

costoso fabricado para utilizacion mono 6 bipersonal,

Los locales donde se encuentran ubicados los implementos de
siembra y transferencia deben poseer lamparas de luz ultravioletas

para esterilizar el ambiente antes de iniciar las labores.
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La incubacion de los cultivos

Se realiza en ambientes donde se puede controlar la duracion &
intensidad de la luz, la temperatura, la humedad, el volumen y la
limpieza del aire, y debe poseer también lamparas germicidas tipo

ultravioleta para esterilizar el ambiente.

Igualmente los recipientes utilizados deben contener del 10 al
20 % de su volumen con el medio de cultivo, sea este solido ¢ liquido
para permitir una buena aireacidn vy espacio para &l desarrollo del

explante.

En lo posible debe tratarse de poseer ambientes separados

para cultivo en medio liquido, debido a su facil contaminacion.

Evaluacion del crecimiento

Segln se trate de segmentos, de células aisladas o de
protoplastos, se sigue los lineamientos clasicos, tales como el peso
fresco, peso seco, elc., pero peso seco significa eliminar una pare de
los explantes periddicamente. El peso fresco tomando las
precauciones correspondientes por el peligro de infeccidn nos da
una medida aceptable de crecimiento. En &l caso de Células, el
contaje es una medida muy corriente y para ello es necesario usar
portacbjetos  especiales de contaje, que son portacbjetos de
cuadriculas grabadas v cubre objetos, para la lectura al microscopio

optico.
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3.8.2.

PROPAGACION DE CLONES DE PLATANO

El proceso de micropropagacion tiene 6 pasos principales:

Seleccién de material genético de inicio:

Segun Robles (1998) la caracterizacidn genética del material de
partida debe ser rigurosamente garantizada. Para lograr este requisito, se
recurre generalmente a los bancos de germoplasma. Si esto no es posible, se
puede utilizar material genético bien caracterizado y de huertos mantenidos

con buen manejo fitosanitano.

Preparacidn y desinfeccion de explante.

En la preparacion del apice Robles 1998, recomienda primero
proceder a eliminar hojas e hijuelos de cormo hasta obtener una porcién de
aproximadamente 5 cm que contiene el Apice. En 1885, Cronauer and
Krikorian mencionan que para obtener explantes de beliotas es necesario
eliminar las bracteas y las inflorescencias masculinas hasta Sa 8 cm. En
esta etapa Robles 1998, Cronauer and Krikorian Citado por Vuylsteke (1988)
recomiendan hacer la primera desinfeccion con una solucién  hipoclorito de
sodio entre 0,5 al 1,0 %, para eliminar los patogenos arrastrados por el propio
manejo; después el material es llevado a la campana de flujo laminar, donde
previo enjuagado con agua destilada estéril se continda con |a eliminacion de
la vaina de la hoja y tejido de cormo, si trata de bellotas se elimina las
bracteas y las inflorescencias hasta dejar en unos 2 cm. Luego se continda
con la segunda desinfeccion con la solucién de hipoclorito de sodio v se

vuelve a lavar con agua estéril. Terminado lo anterior, se elimina un poco mas
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de tejido hasta dejar un explante de 8 mm de longitud, al cual se debe bafar

con un antioxidante,

Establecimiento del explante.

Los explantes conteniendo el apice segun Robles (1998), son
cultivados en medios de cullive de iniciacidn y llevados a los cuartos de
incubacién donde bajo condiciones controladas de temperatura y luminosidad
permaneceran por 30 dias. Durante este proceso el explante aumentara de
tamafo y adquirira color verde. Vuylsteke and De Langhe 1985, Sandoval and
Muller, 1987 citado por Vuylsteke (1988), afirman que el tamano del explante
es un factor importante en el éxito de cultivo de brotes de platano y banano,

concluyendo que el tamaro apropiado del explantes es de 5 mm de altura.

Multiplicacién de brotes o propagulos.

La estimulacion de formacion moltiple de wvastagos o brotes de
explantes es activada por el medio de cultive suplementado relativamentea con
altos niveles de citokinina. Este medio reduce la dominancia apical del
meristemo con el resultado de brotes adventicios axilares, directamente a
partir del explante. Lo mas inmediato y mas efectivo citokinina para el
proposito es el BAP (Bencil Amino Purina).Vuylsteke(1989) . Durante este
proceso segun Robles (1998) se recomienda hacer algunos cores o©
fraccionar el dpice con lo que se provoca dafio al menstemo apical ¥ con ello
se favorece el desarrollo de un mayor numero de brotes que se originan de

las yemas laterales principalmente, la cual ocurre en aproximadamente 45
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dias. A partir de este subcultivo, se establecen ciclos de multiplicacién de

brotes cada 22 dias hasta alcanzar el nimero de propagulos suficientes.

Regeneracidn de Plantas completas -

Luego de haber alcanzado la cantidad de brotes suficientes, estos

son individualizados y sembrados a un medio de cultive para enraizamiento,
que se caracteriza por no tener citocininas, la cual le permite restablecer la
dominancia apical y emitir raices. En este ultimo subcultivo, la planta estara
lista para transferirse a invernadero, en aproximadamente 30 dias. Robles

(1988.)

Aclimatacion o endurecimiento de Plantas

Esta es una de las etapas, en ocasiones criticas para el éxito de la
micropropagacion. Dado que durante su regeneracion y crecimiento in vifro,
dentro de un ambiente aseéptico y enriguecido de sustancias nutritivas, baja
intensidad de luz y humedad relativa alta, las plantas han desarrollado un
pobre aparato fotosintético y escaso control de la transpiracion, que las hace
muy vulnerables a los factores del ambiente natural. Es por lo tanto
indispensable darle a la planta un tratamiento de aclimatacidn gradual alas
nuevas condiciones, lo cual se logra en aproximadamente 60 dias bajo
condiciones de invemadero - vivero. Durante este tiempo, se generan seis 6
mas hojas, las cuales resultan ya aptas para funcionar eficientemente en un

ambiente natural. Robles (1998)
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IV. MATERIALES Y METODOS

UBICACION DEL EXPERIMENTO

El presente experimento se desarrollo en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales de la Universidad Nacional de San Martin Tarapoto, situado
en la Ciudad Universitana, cuya ubicacion Politica y geografica se describe a

continuacian.

4.1.1. Ubicacion Politica.

Distrito : Morales

Provincia : San Martin
Departamento : San Martin
Regidn : San Martin

4.1.2. Ubicacion Geografica.

Longitud Qeste : TE® 22" 48.4"
Latitud Sur £ 06° 29" 13.27
Altitud : 2ZIBm.s.n.m

Clima : Bosque seco tropical (Holdridge 1978)



42. MATERIALES
~ MATERIALES DE MATERIALES | MATERIALESY |
CAMPO Y FOTOGRAFICOS ’ EQUIPOS DE OFICINA
LABORATORIO
Formato evaluaciones Pelicula Kodak Color : Papel Bond A4
“Phmetro Cém_a_ra__—l?ntograﬁca | Lapiceros
L | -
"Hojas y mangos bisturi || Pilas | Lapices
Pinzas | =_F"“a|::eF Carbon
Algodén = ___: Computadora
Tijeras I Disquetes
 Estéreomicroscopio __jﬁu‘?_'ﬁammﬁ_
Alcohol 85% ] o T -]

Material de Vidrio

“Pipetas graduadas

Plumdn Marcador

Medios de Cultivo
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METODOLOGIA.
4.3.1. Proceso de la micropropagacion.

A. Seleccion y transporte del material de inicio:

El ensayo preliminar de la caractenizacion del material genético
de partida fué del banco de germoplasma de la Estacion Experimental
de Investigacion Agraria “El Provenir”, ubicado en el distrito Juan
Guerra a 14 de Tarapoto, capital de la Provincia de San Martin,
perteneciente al Instituto Nacional de Investigacion Agraria, material
rigurosamente garantizado. Este material sirvid de base para la
coleccion de bellotas de los alrededores de la Provincia de San Martin:
los clones de Musa sp. manzano, Seda & Inguid procedieron del
Centro Poblado de San Miguel de Rio Mayo y el clon Bellaco del
Centro Poblado Menor Las Palmas, comprension de los distritos de

Shanao y Banda de Shilcayo.

Se eligieron bellotas de los clones de Musa sp. (Bellaco, Inguiri,
Manzano y Seda), los cuales fueron embalados en bolsas de papel,
con su respectiva etiqueta de identificacion, luego fueron colocadas en
bolsas de polietieno. Este material se transportd al Laboratorio de

Tejidos Vegetales de la UNSM.



B. Preparacién y desinfeccién del explante.

En la preparacion de la bellota, primero se procedié a sumergir
en una solucion de agua con detergente, luego elimind las hojas
superiores o bracteas vy flores, hasta obtener una bellota de
aproximadamente 8 cm. Este mismo proceso se repitid hasta concluir
con la dltima bellota. Todo este proceso se realizd exvitro.

Bellotas de 8 Cm en una bandeja con agua y detergente

La desinfeccion se ha realizado siguiendo el mismo proceso
propuesto por Cronauer and Krikorian 1985 a.

* Lavado.- Las bellotas limpiadas fueron transportadas a una

bandeja con agua y detergente, donde se continud eliminando

las bracteas que envolvian al domo apical, hasta obtener una
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Esterilizacién en hipoclorito.- Una vez obtenida la bellota de
3 cm se sumergid en una solucién de hipoclorito de sodio al
0.5 % méas 3 g de detergente, contenidas en una magenta,
preparada para cada clon por un pericdo de 5 minutos,

eliminando los patogenos arrastrados por el propio proceso.

Magénias conlsniends Bellotes de 3 Cm en Soluctn do Hipocloro y Detergente

Trabajo en cdmara de flujo laminar- Una vez que
colocamos cada clon en una magenta respectiva con solucion
de hipoeclorito de sodio mas detergente. La bellota fue extraida
de la magenta con una pinza y depositada en una placa de
Petri esteril. Despues de este proceso, con la ayuda de un
estered microscopio y un bisturl  en el ambiente de la camara
de flujo laminar se procedit a obtener una bellota de 0,5a0,8

cm.



Magentas contenmendo Bellotas en hipacionto

Seccionamiento de la Bellota hasta 0.5cm

* Enjuague con agua destilada.- Las bellotas de 0,5 a 0,8 cm
fueron transportadas con la ayuda de una pinza desde |a placa
de Petri hasta un vaso de precipitacién, que contenia agua
destilada estéril, donde se enjuagd por un periodo de 30

segundos.



Obtencién del explante.- Luego del proceso anterior se
procedit a colocar las bellotas en otra placa de Petri, en el
mismo estérec microscopio vy en |ugar de bisturi se utilizd
agujas estériles de jeringas hipodérmicas, para eliminar las
bracteas y flores finales de la bellota hasta dejar expuesta el
domo apical, con las misma agujas, previamente flameadas en
llama de mechero de alcohol se realizo la incision de 2 mm en
el domo apical, obteniendo un explante listo para la siembra

en los medios de cultivo.

Obtencién del explante de 2mm de longitud
aproximad amente,
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C. Establecimiento del explante.

Los pequefios trozos de tejidos (explantes) conteniendo el domo
apical, fueron inoculados en medio de cultivo de iniciacion (frasco de
vidrio de capacidad 15 oz. Que contenian 50 ml de medio liquido
esterilizado) que se explican en el cuadro N° 1, lo cual es una parte de
la materia en investigacion, Los explantes inoculados, se trasladaron a
la cdmara de incubacion a una temperatura de 25 * C +/- 2 y una
humedad relativa del 84 % que durd 15 dias.

El repique se realizd después de 15 dias de incubado, que consistid en
trasladar el explante a un medio de cultivo con la misma formulacién y
de reciente preparacion, con la finalidad de reforzar los metabolitos que
requiere el explante para continuar con su diferenciacion. El repique
fue realizado durante 4 meses y a una misma frecuencia;, donde solo
se observo una gran cantidad de Embricides, pero al no obtener
Protocormos ni diferenciacion a plantulas se procedio a prolongar la
frecuencia del repique a 30 dias, donde se ha obtenido las primeras

plantulas.

Primeras rhomes @ 30 dias después
de haber cambiado frecuencia de repique.




D. Multiplicacion de brotes.

Con los protocormos obtenidos a las 30 semanas, se procedid a
cambiar el medio de cultivo basal, por el de multiplicacién. El medio
basal contenia sales minerales formulado por Murashige and Skoog (M
S 55189), con pH 5,83 a una dosis de 1 sobre (1 g) por litro y el medio
de multiplicacién contenia un sobre de M S 5518, 0.1125 g de BAP
(bencil amino purina), 1,0 g de acido ascorbico, 8,75 mg de AlA (acido

indol acético) a un pH 5,81.

Los protocormos fueron incubados en las mismas condiciones
ambientales que el explante, durante 8 semanas, sin obtener los

resultados esperados (brotes por explante)

Car
il
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Protocormos incubades duranie 8 Semanas en e
Multiplicacién ne diferenciaron
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E. Regeneracion de plantas completas.

A falta de tener resultado positivo en la etapa de multiplicacién de
brotes, pero como se& ha obtenido diferenciacion de plantulas en los
explantes en la etapa de mantenimiento, se procedit a regenerar estas
plantas individualizandolas y cambiandolas a frascos con medio de cultivo
liguido con BAP y Kinetina a diferentes dosis segun los tratamientos

establecidos en el presente trabajo de investigacion, donde se enraizaron.

Regeneracion de Plantas Individuales
obtenidas en la etapa de Mantenimicnto



F. Aclimatacién y endurecimiento.

A continuacién se describe el proceso:

a. Preparacion y Acondicionamiento de plantulas

Extraccién de las plantulas:

Las plantulas previamente seleccionadas contenidas en
sus respectivos frascos fuercn ftrasladadas de la sala de
incubacién a un ambiente donde aperturamos los frascos,
donde se extrajo las plantulas de regeneracion con la ayuda de

una pinza y depositamos a una placa de Petri,

Limpieza:
Las plantulas de cada clon fuera del frasco fueron
lavadas con agua destilada estéril, dejandola exento de todo

contacto con &l medio de cultivo.

Recorte de hojas y raices:
Con la plantula limpia, procedimos a cortar las raices, que
envolvian al pseudo tallo; postenormente se cortd las hojas en la

siguiente proporcion al 100 %, 25 % y 0 %,

Siembra en sustrato:

La siembra de las plantulas fue realizada en un sustrato
con las siguientes caracteristicas, una cantidad de arena, una
cantidad de tierra negra, dos cantidades de materia organica

(humus de lombriz); que luego de premezclarlos, se estenlizé a
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una temperatura vapor +/- de 70 a 80 °C en un autoclave
semitapado por 45 minutos y se retiraba a enfriar sobre una lona
y luego ser envasada en bolsas plasticas, para finalmente
realizar la siembra. Al sustrato se adiciond una seclucion a base
de fertilizante foliar (4 % S, 1 % Mg, 0,03 % B, 039 % Co, 0,16
% Cu, 2 % Fe, 0,5 % Mn, 0,04 % Mo y 0,6 % Zn) a dosis de 16,5

mi poer litro de agua.

Acondicionamiento en Camara Homeda:

Una vez que las plantulas fuercn sembradas en el
sustrato preparado se procedid al acondicionamiento en la
camara Homeda con temperatura, humedad relativa alta y
luminosidad controlada para lograr que las plantulas fortalezcan
su pobre aparato fotosintético y su escaso control de
transpiracién  para ser menos vulnerables en el ambiente
natural. Adicionalmente a este tratamiento se le ha reforzado
una camara himeda mas pegquefia para ensayar el porcentaje
de supervivencia de las plantulas con hojas completas y
practicando cortes a las hojas en diferentes porcentajes 100%.

25%.



Plantitas en Camara hiimeda, durante la
Avlimatacidn

3l



4.3.2. Evaluaciones Realizadas.

A.

a.

Evaluacion de la fase del establecimiento del explante
Porcentaje de contaminacion.

Se evalud el nimero total de frascos sembrados a los tres
dias después de la siembra, la existencia de microorganismos
contaminantes, que podian alterar el trabajo de investigacion.
Porcentaje de supervivencia a las dos semanas.

A las dos semanas se evalud el nimero de explantes vivos del

total de frascos sembrados por cada tratamiento.

Fase de Regeneracion
Numero de embricides a las 8 semanas.

Hipotéticamente se esperaba un considerable nimero de
protocormos tal como fue planteado en el proyecto de investigacion,
lo cual no sucedid, dandonos resultado a las 8 semanas una

considerable formacion de embrioides los cuales fueron evaluados.

Formachin de Embricides a las B Semanas
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b. Namero de plantulas por explante a las 20 semanas.

Conforme a lo programado en el proyecto de investigacion no
se ha obtenido resultados a las 10 semanas por el proceso de
multiplicacion., Solo se ha obtenido a las 20 semanas por
diferenciacién en la etapa de mantenimienio, siendo estos

contabilizados.

c. Nimero de protocormos por explante a las 30 semanas.
Segun lo programado se esperaba contar con protocormos a

las 6 semanas; esto se hizo realidad a las 30 semanas, los cuales

fueron contabilizados.




B.1.
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Regeneracion de plantas completas.
a. MNdimero de plantas diferenciadas por cada clon.
Se contabilizé el nimero de plantas diferenciadas en la fase de

mantenimiento, se sometid al analisis estadistico.

b. Velocidad de crecimiento en el medio liquido.
Se ha medido las plantulas cada 15 dias, utilizando una regla
graduada de 30 cm, Se ha realizado tres evaluaciones con lo cual

se hara una curva  comparativa de  crecimiento.

La velocidad de crecimiento del clon Inguir fue mayor
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B.2. Regeneracién de plantas completas.
a. NdOmero de plantas diferenciadas por cada clon.
El numero de plantas obtenidas por explantes fue contado por

observacion directa en cada frasco

Conteo de Clones Manzano y Seda

b. Velocidad de crecimiento en el medio liquido.
Las plantulas que se han diferenciado en los explantes, fueron
medidas utilizando una regla graduada de 30 cm, por proyeccion

desde la parte externa del frasco, para evitarse la contaminacién



C.

Grado de Fenolizacién de los explantes.
Se evalud el grado de fenolizacion de los explantes, por cada
clon en los tres medios de cultivo, segun la escala propuesta por

Ledn en el laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la UNSM-T

Grade % fenolizacion Interpretacion
FO 0 No Fenolizado
F1 hasta 10 leve

F2 hasta 35 Media

F3 hasta 80 Alto

F4 hasta 100 Muerte

Fase de aclimatacion.

D.1. Porcentaje de supervivencia de las plantulas con hojas
completas; con hojas cortadas al 100% y 25% en la fase de
aclimatacién.

Se evalud el porcentaje de supervivencia de las plantulas con
hojas completas, con camara humeda adicional, sin enraizador
(Rootonne), a los diez dias.

Plantulas con las hojas totalmente cortadas, sin camara
humeda adicional y con enraizador (Rootonne), a los diez dias.

Plantulas con hojas cortadas en un 25% sin cadmara humeda

adicional sin enraizador a los diez dias.
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D.2. Plantas en fase invernadero.
Luego de haber estado 15 dias en la camara himeda las plantitas
fueron trasladadas al invemadero, donde culminaron de aclimatarse

satisfactoriamentea.

Clon Inguiri en la fase de aclimatacién en Invernadero



4.4. DISENO EXPERIMENTAL
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El presente trabajo de investigacion se adecud a un disefio en bloques

completamente al azar con arreglo factorial 3x4 (medios de cultivo por clones)

y cuatro repeticiones.

4.4.1. Medios de Cultivo

Cuadro N° 1: Componentes y dosis de cada uno de los medios en estudio

Dosis [ | de agua

Componentes
M1 M2 M3
flurashige& Skoog MS 5519 1 sobre 1 sobre 1 sobre
Tiamina HCI 0.1 mg 1mg 1mg
Adenina hemisulfato — Adhs 40mg ..:._lr et |
| MYO-Inositol 100 mg 100 mg
I.ﬁ.nidn Nicotinico 0.5mg | 0,5 mg
Sucrosa 1 30g 41g 30g
| Bencil Amino Purina - BAP 5mg 5mg 0,7 mg
.qi:'nd-u Ascorbico | 1g | | 25mg
Agua de coco — CW 150 mi 150 mi I
Glicina | 2mg
Kinetina 0,7 mg
Piridoxina | 05mg
|

M1: Medio de cullivo propuesto por Ledn en el Laboratorio de Cultive de Tejidos

Vegetales, UNSM-T.
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M2: Medio de cultive de Cronauer & Krikorian modificado

M3: Medio de cultivo de Gupta modificado (1986%)

4.4.2. Procedimiento para Preparacion del medio de cultivo

En un vaso de vidrio o de plastico de 2 | de capacidad,
medimos 1000 ml de agua destilada.

Agregamos un scbre de MS 5519 o 20 ml de cada solucion
Stocks ABG (A: NH{NO; = 8259/, B: KNO; =95gly G
Maz; EDTA. 2H;0 + Fe SOy 7HO =1,865+139g/1) mas 5
mi de las soluciones Stock CDEF (C: CaCl.2H.0=88g/, D:
KH2PO4 =34 g A, E: HiBO; + Na:MoQ4.2H:0 + CoCl. 6H0 +
Kl =124 + 05 + 0,005 + 0,166 g /| y F MnSO4H:0 +
M@S04.7H:O + CuS04.5H:0 + ZnS0,..7H0 = 3,28 + 740 +
0,005 +1,725g /).

enrazamos a 1500 mi, con agua destilada esténl.

Separamos en 3 envases de 500 ml; Cada envase sirvio de
solucion patrdn para un determinado  medio en estudio.
Luego adicionamos a cada solucion separada los
compaonentes nutritivos segun su formulacion.

Después enrazamos a 1000 mi, cada uno de los envases
destinado a cada medio,

Cada medio de cultivo se ajusto aun pH aproximado de 5.8.
Se distribuyo en frasco de 15 oz, 50 ml de solucion,
obteniendo 20 frascos por cada litro. Sumandao un total de 60

frascos entre los 3 tratamientos.
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* Todos los frascos con 50 ml de medio de cultivo se pasd a la

esterilizacion en una autoclave a la temperatura de 121 *C y

una presion de 15 Ib. por un periodo de 15 minutos.

« Después del enfriado, se almacend en refrigeracion a la

temperatura de +/- 4 *C, hasla el momento de su uso.

4.4.3, Clones
Inguiri
Bellaco
Seda
Manzano

4.4.4. Analisis de varianza

Cuadro N® 2: Esquema del analisis de varianza

?uentedevariabilidad | G. L SC.|C.ME. |F.C|
iTratamientus 2=1=11 |
lA {Medios del cultivo) i-1=2 :
iE{CiOﬂES}I 4-1=3 l
’A‘E{mxc} 2x3=6

Blogque 4=-1=3

Error (12-1){4 -1} =33 i

Total (14x4)-1=47 |

4.4.5. Modelo matematico

Yusu+a+B; + (aBlu+g



5.1.

V. RESULTADOS

Evaluacidn de la fase del establecimiento del explante

5.1.1. Porcentaje de contaminacién

Cuadro N® 3: Explante de Musa sp. Contaminado por medio de cultivo

expresado en proporcién
e I[ Proporcion de confaminacion por medio de cultvo a3 diasdela
Clones de Musa sp. | siembra del explante
| M1 M2 M3
Inguiri V4 [\T7] 0/4
| Bellaco Cr4 or4 /4
Seda Qr4 or4 0f4
Manzano Qr4 Q4 4

0: No contaminade  4: Numero de repeticiones por clones de Musa sp.

5.1.2. Proporcion de supervivencia de explantes a 15 dias después de la
siembra
Cuadro N° 4: Explantes de Musa sp. Con supervivencia por medio de

cultivo expresado en proporcion

| Proporcion de supervivencia por medio de cultive a 15 dias de la l
| Clones de Musa sp siembra del explante

M1 M2 | M3 |
i Inguiri 4/ ! al4 | 414
i Bellaco a4 ! A .i i |
| Seda : 414 ! 414 414
Manzano i 4/4 | 4/4 i 474

4/4: 100 % de explante vivos
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Fase de Regeneracion
5.2.1 Nimero de embrioides a las 8 semanas
Cuadro N° 5: Andlisis de varianza para el nimero de embrioides por

explante a 8 semanas después de la siembra (datos

transformados Log (x+1))

Fuente de variabilidad | G. L. I S.C. C.M.E. | F.C | Significacidn
'Blogue | 3 | 0% | 019 | 169 N.S.
lA 2 2076 | 1038 | 93,46 =

B [ 3 040 013 [ 119 N.S.
A'B ([ B 1,20 0,20 | 1,80 M. 5.
EErmr [ 143 3,66 011 |
| Total | 47 26,58 |
|

N. 5.: No significative *: Altamente significativo

X:1,74 C.V.: 19,14 R*: 86,21 %

Cuadro N® 6: Prueba de Duncan para el Nimero Promedio de embricides
por explante desarrollados en medios de cultivo a 8

semanas después de la siembra. Datos originales

N° de Orden | Medios de cultvo | N°® Promedio | Significacién Duncan

i | M3 844 a

2 M2 | 6,88 a

|
| |

3 M1 000 ] b
| |
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Cuadro N°® 7: Prueba de Duncan para el Nimero Promedio de embrioides

por explante de los clones de plitano a 8 semanas después

de la siembra. Datos originales

5.22. Namero de plantulas por explante a las 20 semanas

Cuadro N® 8:

N° de Orden Clones N° Promedio | Significacion Duncan
1 Manzano 5,83 a
2 Seda 542 a
3 Bellaco 5,08 a
4 Inguiri 3,83 a

Analisis de varianza para el ndmero de plantulas por

explante a 20 semanas después de la siembra (datos

transformados Log (x+1)
| Fuente de variabilidad | G. L. SC. |C.ME | F.C | Significacion 1|
Blogue 3 0,223 0,074 1,18 N.S
A 2 0,299 0,150 2,37 M. S
B 3 0,107 | 0,036 0,56 N. S
A'B & 0084 | 0014 | 022 | NS
Error 33 2,083 I' 0,063
Total 47 2,796

M. 5.: No significativo

X=1,078

C.V.=2334

% R?=2548
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Cuadro N* 9: Prueba de Duncan de los medios de cultivo sobre la base

del

semanas después de la siembra

Nomero Promedio de plantulas por explante a 20

N° de Orden Medios de cultiva | N° Promedio | Significacion Duncan
1 M3 2,00 a
2 M2 0,33 ab
3 M1 0,00 b

Cuadro N° 10: Prueba de Duncan para el Nimero Promedio de plantulas

por explante de los clones de platano a 20 semanas

después de la siembra. Datos originales

;_ N° de Orden | Clones N° Promedio | Significacion Duncan
1 | Inguiri 1,33 a
2 | Bellaco 0.67 a
3 Seda 0,25 R
| |
4 Manzano 0,08 a
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5.2.3. Numero de protocormos por explante a las 30 semanas

Cuadro N® 11: Andlisis de varianza para el numero de protocormos

por explante a 30 semanas después de la siembra

(datos transformados Log (x+1)

|

“Fuente de variabilidad | G.L. | S.C. |[C.ME. [ F.C [ Significacién |
Blogue 3 0,520 | 0,173 | 1,12 N.S.

A 2 | 38,025 | 19,002 i122,aa =

B 3 | 0597 0198 [ 129 N.S.
A'B (3] 1,108 0,185 I 1,19 N. &.

| Error 3@ | 5114 | 0155 o
Total 47 | 45356

N. 5.. No significative

X=183

C.V.=2044%

R?=

**: Altamente significante

88,73

Cuadro N°® 12: Prueba de Duncan para el Nimero Promedio de

originales

protocormos por explante desarrollados en medios de

cultivo a 30 semanas después de la siembra. Datos

JE " N° de Orden "méaiiﬁiﬁni Ne ﬁ}aﬁ'édib"ruﬁgﬁi'ﬁﬁman_q
" 1 M3 1500 | a

| 2 M2 963 b

i 3 M1 | 0,00 c




5.3.

46

Cuadro N° 13: Prueba de Duncan para el Nimero Promedio de

protocormos por explante de los clones de platano a 30

semanas después de la siembra. Datos originales

N° de Orden Clones N° Promedio | Significacion Dﬁr:',an_t
1 Manzano 10,42 | a 1
2 Seda 8,50 a
3 Bellaco 7.67 | a
4 Inguiri 6,92 a

Regeneracion de plantas completas.

5.3.1. Nomere de plantas diferenciadas por cada clon.

Cuadro N* 14: Promedio del nimero de plantulas diferenciado por clon

en cada medio de cultivo liquido.

i Promedic de plantulas diferenciadas por medio de

Clones de Musa sp. | cultivo a 20 semanas
M1 M2 M3

Inguiri N 0 | 4 12
Bellaco 0 | 1] 8

'Seda 0 i 0 3

' Manzano 0 1] 1

i

4/4: 100 % de explante vivos
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5.3.2. Velocidad de crecimiento en el medio liquido.

Cuadro N° 15: Velocidad de crecimiento de los clones diferenciados en
medios de cultivo liquido durante tres evaluaciones a 15,
30 y 45 dias, expresado en cm,

| Velocidad de crecimiento expresado en cm por medios de i

Clones de cultivo

Musa sp. M1 [ M2 | M3
|

15 30[45.15 30 (45 [ 15 [ 30 | 45

Inguiri 0.0 00|00 10|15 15| 25|60 |120|

il | {

Bellaco 0,0 | 0,0 ' o0 |00 |00 ]|00 |10 |15 20|

|

| Seda 00 (00|00 00|00 |00 15 40 | 90

o|
]

Manzano | 0,0 | 0,0 | 0,0 0,0 | 0,0 | 0,0 | 1,5 | 3,0 |

4/4. 100 % de explante vivos



Crecimiento en Cm.

Crecimiento en Cm.

+ Velocidad de Crecimiento en M2
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1,61
14
1,2
14 O Inguiri
0,8 M Bellaco
u’E . OSeda
0.4 COManzano
0,2
0 I i
15dias 30 dias 45 dias
Evaluaciones a:
+« Velocidad de Crecimiento en M3.
O Inguiri
H Bellaco
OSeda
OManzano

15dias 30dias 45dias

Evaluaciones a:
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Namero total de explantes fenolizados por clones
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Cuadro N® 16: Nimero total de explantes fenolizados en 6 evaluaciones

durante 90 dias después de la siembra (La evaluacién fue

realizada cada 15 dias)

| Total de explantes fenolizados por medio de cultivo expresados en
Clones de ! grados durante 80 dias
Musasp. | M1 - M2 M3

“F1 F2 F3!F4 F1!F2I’F3iF-4]IF1'F2 F3 F4
Inguiri 5 [15] 4 0o |21 3 |o|o0]15|9 [0 0]
Bellaco 5 |15 4 0 1?i?tn 04155 0| 0|
Seda 7 [14] 1 2 14'a|2|utﬁiann|
Manzano ?'11|4lz 16 a!u|ui'21:3nuj
5.5. Fase de Aclimatacién

Cuadro N® 17: Porcentaje de supervivencia de las plantulas en la fase de

aclimatacion
Tratamientos de Evaluacidn a 10 dias después de la siembra en
plantulas para su sustrato
aclimatacion 3 ensayo ;

1 ensayo | 2 ensayo

Cama Humeda

Céamara adicional |

|
|
I Enraizador (Rootonne)
|
|

110 - -

% Corte de Hoja . 100 25 0
|

% Supervivencia | o 75 a0
|
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VI. DISCUSION

Porcentaje de contaminacidn.

Durante los tres dias después de la siembra de los explantes de los 4
clones de Musa spp., no se ha observado contaminacién del medio del
cultivo ni de los explantes, esto nos afirma los resultados observados en el
cuadro N° 3, lo cual confirma que las medidas de asepsia son necesarias para

tener explantes libres de contaminantes,

Proporcion de supervivencia de explantes a 15 dias después de la
siembra.

Los explantes de los 4 clones de Musa spp. Sembrados en los tres
medios de cultivo estudiados, se han mantenido con tejido vive en una
proporcion de 4/4 que equivale al 100 % como se muestra en el cuadro N° 4.
Estos resultados han permitido continuar con el trabajo de investigacion,
conforme lo planteado para el proceso de micropropagacion de Musa spp.

por Robles (1998.)

Numero de embricides a las 8 semanas

El analisis de varianza para el nimerc de embricides por clones de
Musa spp. a las 8 semanas, en los 3 medios de cultivo, nos dio como
resultado un coeficiente de variabilidad de 19,4 % gue esta dentro del rango
de dispersion aceptable para trabajos agrondmicos segln Calzada (1970), su
coeficiente de determinacion fue de 86,21 % dandonos la eficiencia de la

conduccion del trabajo investigacion. Segun el cuadro N*4, se observa que
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existio diferencia altamente significativa entre los medios de cultivos, no se
cbservo diferencia estadistica entre los explantes de cada clon, ni en la
interaccion de los medios de cultivos. Esto explica, que los nutrientes de los
medios de cultivos han influido sobre las células de los protocormos para

formar embricides.

En el Cuadro N® 5, la prueba de Duncan para los tipos de medios de
cultivo, ha dado como resultado, que el M3 y M2 no muestran diferencias
estadisticas entre si, diferencidndose del M1. Los explantes en el M3 y M2
han formado embricides por explantes de cada clon sembrado, estos
resultados tienen relacidén con los contenidos nutricionales para explantes de
Musa spp. propuestos por Cronauer and Krikorian (1985), de igual modo con
la de Murashige and Skoog (1986), a pesar haber hecho modificaciones en la
dosificacion de los contenidos de cada medio. El medio de cultivo para e
presente ensayo propuesto por Ledn, especialista del laboratorio de cultivo de
Tejidos de la Universidad Macional de San Martin, no dio buenos resultados
en los clones ensayados a pesar de haber encontrado buenos resultades para

clones de platanos Sapinos de tipo bugloe.

En el cuadro N°* 7, la prueba de Duncan para el nimero de embriodes
obtenidos a 8 semanas después de la siembra de los explantes de cada clon.
MNos muestra que no existen diferencias estadisticas entre los clones
sembrados. La mejor respuesta en la formacion de embrioides, obtuvieron los
bananos manzanos y sedas que son propias para consumo en fruta, en

segundo instancia se ubicaron los platanos Bellaco é Inguiri.
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Nimero de Plantulas por explante a las 20 semanas

El andlisis de varianza para el nimero de plantulas por explante por
clones de Musa spp. en los 3 medios de cultivos después de las 20 semanas,
nos dio como resultado un coeficiente de vanabilidad de 23,24 % que esta
dentro del rango de dispersion aceptable para trabajos agrondmicos como
establece Calzada (1970). Su coeficiente de determinacidn fue de 2548 %,
este rango muy bajo de confiabilidad posiblemente sea por deficiencia
nutricional o efectos fisiolégicos provocado por accidn de las hormonas.
Segun el cuadro N® 8, se observa gue no existio diferencia significativa entre
los medios de cultivo estudiados, explantes por clones, ni en la interaccion de
los medios de cultivo por explantes de cada clon. Considerando que las
hormeonas son termolabiles y al haber adicionado al medio de cultive antes de
la estenlizacion, es posible que ha causado poco efecto en la formacion de

plantulas de los clones estudiados.

En el Cuadro N°® 9, la prueba de Duncan para los 3 medios de cultivos
en estudio, ha dado como resultado, que el M3 y M2 no muestran diferencias
estadisticas entre si, diferenciandose el M2 del M1, pero M2 no se diferencia
de M1. Algunos explantes han logrado diferenciar a plantulas en el M3 y M2
con un promedio de 2 y 0,33; una vez mas nos confirma que los medios de
cultivo tienen relacién con los contenidos nutricionales para la formacion de
plantulas por explantes de Musa spp. propuestos por Cronauer and Krikorian
(1985), de igual modo con la de Murashige and Skoog (18886), a pesar de
haber hecho modificaciones en la dosificacion de los contenidos de cada

medio. Los explantes hasta las 16 semanas fueron repicados con una
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frecuencia 15 dias no obteniendo plantulas; pero cuando prolongamos los
dias de repigue a 30 dias se han obtenido las plantulas respectivas en M3 y
M2, coincidiendo con lo descrito por Robles (1998) cuando menciona que a

los 30 dias después de sembrado los explantes se toman de color verde.

En el cuadro N® 10, en la prueba de Duncan para el nimero de
plantulas obtenidas por explantes de cada clon, No se ha encontrado
diferencias estadisticas entre si. Formaron mas plantulas los platanos Inguiri y
Bellaco, a pesar de mostrar menor nimero de embrioides. La formacién de
altas cantidades de embricdes, no es favorable para la formacion de plantulas

de bananos.

Mimero de protocormos a 30 semanas después de la Siembra en medio
de cultivo de los Explantes de cada Clon

El andlisis de varianza para el nimero de protocormos obtenidos por
clones de Musa spp. en los 3 medios de cultivo, nos dio como resultado un
coeficiente de varabilidad de 20,44 % que esta dentro del rango dispersion
aceptable para trabajos agrondmicos segin Calzada (1870). Su coeficiente de
determinacidn fue de 88,73 % dandonos la eficiencia de la conduccion del
trabajo investigacion. Segin el cuadro N® 11, se observa que existio
diferencia altamente significativa entre los medios de cultivos, no se observé
diferencia estadistica entre los protocormos explantes de cada clon, ni en la
interaccién de los medio de cultivo por explantes de cada clon. Los medios de
cultive han influido con intensidad en la actividad celular formando

protocormos.
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En el Cuadro N* 12, la prueba de Duncan para los tipos de medios de
cultivo, dio como resultado, que el M3 superd estadisticamente al M2 vy M1
con un promedio de 15.00 protocormos, seguido del M2 con un promedio de
9,63 protocormos, no registrandose ningin protocormo en el M1; Estos
resultados tienen relacidn con los contenidos nutricionales para explantes de
Musa spp. Propuestos por Cronauer and Krikorian (1985), de igual modo con
la de Murashige and Skoog (1986), a pesar haber hecho modificaciones en la

dosificacion de los contenidos de cada medio.

En el cuadro N* 13, nos muestra la prueba de Duncan para el nimero
de protocormos obtenidos por explante de cada clon, en la cual no se ha
encontrado diferencias estadisticas entre los clones sembrados, debido a que
han absorbido la suficiente cantidad de nutrientes del medio de cultive, que
permitid incrementar su masa celular como consecuencia de su alta actividad

fisioldgica y bioquimica de sus celulas.

Numero de plantas diferenciadas por cada clon en los medios de cultivo
En el medio de Cultivo M2, solo se ha diferenciado el clon Inguiri con 4
unidades, mientras que en M3 han diferenciado los 4 clones, ocupando el
primer lugar el Inguiri con 12 clones, el bellaco con 8 clones, el seda con 3
clones y el Manzano con un clon; estos resultados nos muestran que los
medios de cultivos no son iguales para cada clon, siendo necesario hacer

ajustes en lo sucesivo en el contenido de medios de cultive hasta encontrar

un medio dptimo.
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Velocidad de crecimiento de los clones diferenciados en los medios de
cultivo

En el M2 el clon Inguiri tiene crecimiento rapido en los primeros 15 dias
(1,0 cm) disminuyendo esta velocidad en los 30 dias en un 50 % (1,5 Cm), no

mostrandose ningdn incremento a los 45 dias.

En el M3, todos los clones han experimentado crecimiento. El Inguiri
ocupd el pnmer lugar en velocidad de crecimiento. Tanto en el Inguiri, seda y
manzano, se nota un crecimiento proporcionalmente ascendente entre los 15
a 45 dias. Mientras que &l clon bellaco experimentd un crecimiento lento. Los
nutrientes disueltos en liquidos son mas faciles de ser absorbidos por las

células que fueron expuestas al ser sembradas en estos medios de cultivo.

Porcentaje de supervivencia de las plantulas a 10 dias de la aclimatacion

Se ha obtenido el 95 % de plantulas aclimatadas cuando no se cortaron
las hojas y se adicionaron una camara himeda de menor tamafo
confeccionado de mica. Cuando se cortaron el 25% de las hojas de las
plantulas, con aplicacién de un enraizador a una proporcion de 1/10 vy sin
camara adicional se ha cbtenido una supervivencia de 75 %, y cuando se
cortd el 100 % de las hojas sin cdmara himeda y con enraizador todas las
plantas se han muerto. Estos tratamientos nos demuestran que las plantulas

en el proceso de aclimatacion requieren de un cuidado especial,
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Grado de Fenolizacién de los explantes en los medio de cultivo

En el M1, todos lo clones muestran una fenolizacion de leve a media
(F1 - F2) de fenolizacion. Mientras que el M2 y M3, todos los clones se han
fenolizado de media a leve (F2 - F1), La escala ha sido propuesta por el
laboratorio y precisa de mayor afinamiento. Esto se hizo para observar,
como afecta el proceso de oxidacion de los metabolitos de las células
después de ser sometidos a los cortes histologicos, especialmente de los
fenoles al ponerse en contacto con las fenoloxidasas en presencia del

oxigeno.
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VIl. CONCLUSIONES.

Los medios de cultivo propuesto por Cronauer, Sandra and Krikerian
{M2), v el Gupta medificade (M3) han permitido desarrcllar a los
explantes formando embricides, protocormos y pléntulas en los 4
clones de Musa spp. estudiados a partir de apice floral.
Se ha obtenido mayor nimero de plantulas del Clon Inguiri en el medio
de cultivo Gupta modificado (M3).
Loz explantes de clones seda, manzano y bellaco han diferenciado a
plantula en Gupta medificado (M3) a los 30 dias después de
cambiada la frecuencia de repique.
Mo se ha obtenido diferenciacion de plantulas al hacer repique del
explante cada 15 dias.

Solo el clon Inguin ha diferenciado en el Medio de cultivo Cronauer
and Krikorian modificado.
La velocidad de crecimiento de las plantulas obtenidas de los cuatro
clones ha progresado proporcionalmente en el orden siguiente: Inguiri,
Seda, Manzano y Bellaco.
El Grado de fenaolizacion en todos los clones estudiados fue de F1, F2,
F3 y F4, tuvieron mayor frecuencia la F1 y F2, variando sus tendencias
de acuerdo al medio de cultivo.
Las yemas masculinas del clon bellaco por su forma lanceolada en su
mayoria terminan en una inflorescencia en lugar de domo apical hecho
que imposibilita la obtencién del material vegetal.
Al final se ha obtenido clones de Musa spp. libres de patdgenos a nivel

de laboratorio e invernadero.
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VIll. RECOMENDACIONES

Se recomienda:;

a.1.

8.2

8.3.

8.4,

8.5.

B.6.

8.7.

Continuar con trabajos de investigacion similares en los clones de
Inguiri, Bellaco, Seda, Manzano y otros del género Musa con la
finalidad de estabilizar medios de cultivo que sean adecuados.

Probar diferentes dosis de Bencil Amino Purina — BAP en los medios
de cultivo, para dotarle de un adecuado medio al explante para su
diferenciacion y crecimiento.

La universidad debe poseer un banco de gemosplasma de los
diferentes cultivos tropicales, para su conservacion y sirvan de materal
base para el cultive de Tejidos Vegetales.

Prolongar el periodo de repique de los explantes sembrados, por que
facilita su diferenciacién con mayor facilidad y en menor tiempo.

Para mantener explantes sin diferenciar es necesarioc ensayar
diferentes frecuencias en el repique (Ejemplo cada 15 dias).

Para disminuir el grado de fenolizacidn es necesario considerar dosis
bajas de un antioxidante (Ejemplo: acido ascdrbico),

Los explantes del clon bellaco debe extraerse de los hijuelos, por que
es dificil conseguir un explante de la bellota, que cumpla con las
caracteristicas deseadas, ya que &n lugar de encontrar un domo apical

=& finaliza en una inflorescencia masculina.
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IX. RESUMEN

El presenle trabajo de investigacidn se realizd en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales de la Universidad Macional de San Mariin, con el Objeto de
evaluar la eficencia de 3 medios de cultivo y sus diferentes fases en la
micropropagacion de 4 Clones de Musa spp. a parir de apices florales, para
ablener planias exentas de patdgenos. Se adecud a un disefio de blogues
completamente al azar con areglo factorial de 3x4 (medios de cullivo por clones) y
cuatro repeticiones,

Los clones a los 15 dias de sembrados en medios de cultive mostraron el
100 % de explantes vivos sin contaminacidn; los medios de cultivo donde se
formaron mayor nimero de embricides 688 a 8,44 fueron el M2 y M3; los 4 clones
han formado embricides; discriminadamente en el clon manzano hubo mayor
formacion de embricides con 6,83,

A 20 semanas de sembrados los explantes mostraron resultado de 2
plantulas promedio en el medio de cultive M3 v el clon Inguii formd la mayor
cantidad de plantulas 1,33 por explante. En relacidn con la formacién de los
protocormos &l medio de cultive M3 formd mayor nimero (15) y con respecto a los
demas clones, el manzana se destacd con 10,42,

En el medio de cultivo M3 formaron mayor nomero de plantulas
diferenciadas por clon (12). También los clones diferenciados en el medio de
cultivo M3 crecieron a mayor velocidad siendo el Clon Inguin el que sobresale con
12 cm en 45 dias; frente a 1,5 cm del mismo Clon en el M2,

En todos los medios se observd fenclizacién, destacandose los grados F1 y
F2 (10 vy 35 %) y en mayor grado en aguellos medios donde se usd alta
concentracién y donde no se usd antioxidante {1 g. y 0 g/ de Acido Ascdrbico),
obteniendo los mejores resultados a bajas concentraciones ( 25 mgA. Acido

Ascarbico).



IX. SUMMARY

The following research work was caried out at the Cultivation Laboratory for
Vegetable Tissues of the San Martin National University, in order to evaluate the
efficiency of three cultivation environments, and its different phases on the micro-
propagation of 4 Musa spp. clones. Every one was taken from a floral apex, with the
purpose to obtain plants free of pathological effects. It was performed within a picked
completely at random block design, under a factorial array of 3x4 (environments by
clones), with four repeats.

After 15 days from being seeded, they showed the 100 % alive free of
contamination. The M2 and M3 environments showed a bigger number of formed
embryoids from 6, 88 to 8, 44. All 4 clones formed embryoids, but exceptionally the
apple clon formed the most of them, 6,83,

After 20 week from seeded, 2 was average shown by the cut parts of the M3,
and the Clon Inguiri formed the greatest amount of plants per cut part 1, 33. In
relation with the formation of protocorms, the M3 environment formed the biggest
number of them (15) in comparison with the other. The apple showed up with 10, 42.

Within the M3 environment are found the greatest amount of differenciated
plants per clon (12). They also grew faster than the others, being the Inguiri clon the
one that surpassed the 12 cm in 45 days, in comparison with 1, 5 for its analog clon
from the M2.

All environments showed fenolization, at F1 and F2 (10 and 35%), and in a
greater degree inside the environments where a higher concentration was used and
where the antioxidant (1 gr. and 0 gr./lit. Of Ascorbic Acid) was not used, obtaining
the best results at lower concentrations (25 mgr/ It. of Ascorbic Acid).
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Xl. ANEXOS

ANEXO 1: CUADRO DE COSTOS.

UNIDAD CANTIDAD P.U.(sf.) SUB-TOTAL

1. MANO DE OBRA.

Recoleccin de muestras Jomal 10 10,00 100.00
2. BIENES |

2.1.Materiales de Oficina

Papel Bond Ad de B0 g. Millar 1 40,00 40.00 J
Borrador Unidad 3 0,50 1,50
Lapices Unidad 8 050 3,00
Rollos Fotograficos Unidad 5 11,50 57,50
Pilas Pares 12 - 4.00 48,00
2.2 Materiales y Reactivos '

Placas Petri Unidad 60 11,30 680,00
Pinzas Unidad 44,20 5 221,00
Hojas de Bisturi Unidad | 200 1,02 204,00
Algodon Kg. | 12 | 10 120,00
Alcohol L 15 10 150,00
Lejia I 8 5 40,00
Medios de Cultivo MS 1 40 16,25 805,00
2.3.0tros

Material de Coleccion 260,00
Agroquimicos 300,00
1.SERVICIOS

Revelados Rollos 5 18 90,00
Tipeo & impresion Unidad 0 | 1 300,00
Encuademado Unidad 5 30 150,00
Movilidad { Recoleccion) Passie | 20 10 200,00
COSTO TOTAL ! | 38560,00




ANEXO 2: DISTRIBUCION DEL LABORATORIO POR AREAS
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