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POCASANGRE, L.E. 19%2. Conservacidn de germoplasma de Musa sp. in

vitro y estudios morfolégicos de plantas variantes de Musa {AARB}

c.v. ‘Currare’. Tesis Mag. Sc. CATIE, Turrialba, C.R. 135 Q.

RESUMEN

Se realizaron ensavyos de conservacion de germoplasma in vitro
en dos cultivares de Musa sp. v estudios mmrfnlbgicoé en plantas
variantes de platano Musa (AAB) C.V. ‘Currare’ . Fara los
experimentos de conservacidn se evaluaron tres sustancias (
SRCAIrDNSa, manitol ¥ acido triiodobenzoioco ) en diferentes
concentraciones, durante & neses de almacenamiento a una
temperatura de conservacidn de 15°C. Los tratamientos que
presentaron mejores resultados fueron 30 g/l de sacarosa; 5 g/l de
sacarosa +0.2M de manitol y 5 mg/l de Acido triiodobenzoico.
Concentraciones superiores a 20 mg/l de TIBA Yy concentraciones de
0.2M de manitol en combimnacidn con niveles de sacarosa superiores a
20 g/i, fueron perjudiciales para el almacenamiento de los
cultivares "Currare’ y "Bran  Enanoc’, puesto gque presentaron
porcentajes de scbrevivencia inferiores al 70%. El cultivar
"Currare’, fue ligeramente mas tolerante al efecto de las
sustancias reguladoras del crecimiento y a la accién de la

temperatura de conservacion.

Para los estudios morfoldgicos en plantas variantes de platano

an dos condiciones de crecimiento (4 vitro e invernaderoc). Se



realizaron recuentos de estomas en los variantes enana, gigante vy
urt testigo, encontrandose que la cantidad de estomas paor unidad de
superficie fue muy similar entre 1los variantes y el testiqo, en
ambas condiciones de crecimiento. En cuanto al tamafoe de los
estomas tampoco se encontraron diferencias en el largo y &1 ancho
entre los variantes. Por otro lado, los estudios histoldgicos en la
lamina y la wvaina foliar, tampoco detectaron diferencias en la
anatomia interna de los variantes y del testigo, tantd a nivel in
vitro, como en invernadero. For otra parte, la tasa de
multiplicacidn tampoco permitid detectar diferencias. En general en
condiciones jin vitro, no se pueden detectar diferencias visuales
que permitan identificar los variantes de el testigo. En
condiciones de invernadero a un mes de crecimiento, con facilidad
s& puede identificar el variante gigante, de el enano y de el
testigo, principalmente por la diferencia en la estatura de la
planta. Probablemente, el hecho de que no se pudieran identificar
los variantes enanos, se debid a que la planta testigo corresponde
a un semi-enano del cultivar ‘Currare’. En condiciones de
invernadero los parametros mas utiles para identificar los
variantes son: la longitud de los peciolos, el indice foliar y 1la

estatura de la planta.
En cuanto al estudio de cariotipo, aungue fueran pocas las

celulas evaluadas, se encontrd que tanto en los variantes como en

el testigo ocurren anormalidades en el numero de cromosomas.
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POCASANGRE, L.E. 1992. Conservation of germplasm of Musa sp. in

vitro and morphological studies of plant variants of Musa (AAB)

c.v. ‘Currare’ . Tesis Mag. Sc. CATIE, Turrialba, £. R. 135 p.

SUMMARY

Experiments of conservation of germplasm in vitro in two
cultivars of Musa sp. and morphological studies in plant variants
of plantain Musa (AARB) c.v. ‘Currare’ have been realised. For the
experiments of conservation three substances (sucrose, manitol and
triiodobenzoic acid) in different concentrations were evaluated
during six months of storage at a conservation temperature of 15°C.
The treatments that gave the best results were 30 g/1 of sucrosesg
9 g/l of sucrose +0.2M of manitol and S5 mg/1l of triiodobenzoic acid
(TIBA}. Concentrations of more than 20 mg/l of TIBA ard
concentrations of 0.2M of manitol in combinsation with levels of
sucrose higher than 20 g/l1, were detrimental to the storage of the
cultivars of “Currare’ and “Grand Naine', because they presented
percentages of survival less than 70 %. The cultivar ‘Currare’ was
slightly more tolerant to the effect of the growth regulating

substances and to the action of the conservation temperature.

For the morphological studies in plant variants of plantain in
two conditions of growth (in vitro and in greenhouses), recounts of
stomata in the variants naine, giant and a theck, have been

realised. It was found that the quantity of stomata per unit of
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surface was similar between the variants and the check, in both
conditions of growth. In relation to the size of the stomata, no
differences were found in the length and width between the
variants. On the other hand, the histological studies in the blade
and foliar sheath did not detect differences in the internal
anatomy of the variants and the check, both at the level of the in
vitro anmd in the greenhouse. Neither did the multiplication rate
permit detection of differences. In general, in conditions in
¥itro it is impossible to detect visual differences that permit
distinction between the variants anmd the check. In greenhouse
conditions, at one month of growth, it is possible to identify the
giant variant of the naine and the check, mainly by the stature of
the plant. The fact that it is impossible to identify the naine
variants, is probably due to the check plant corresponding to a
semi-naine of the cultivar ‘Currare’'. In greenhouse conditions the
most useful parameters for identifying the variants are: the length

of the petioles, the foliar index and the height of the plants,

Although few cells have been evaluated, the study of cariotype

found that abnormalities in the number of chromosomes occtur in the

variants as well as in the check plants.
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POCASANGRE, L. E. 1792. Conservation de germplasme de Musa sp. in
viftro et etudes morphologigques de variants de Musa (AAB) c.v.

‘Currare’. Tesis. Mag. Sc. CATIE, Turrialba, C.R. 135 p.

RESUME

Ce travail peut se diviser en deux parties 1 une concernant la
conservation in vitro de gernplasme de Musa sp.; la deuxiéme
traintant des études morphologigues réalisees sur des variants du
bananier plantain Musa AARB c.v. ‘Currare’ . En ce gqui concerne la
conservation 3 substances ont été évaluées (saccharose, manitaol, et
acide tri-iodo benzoigue) & différentes concentrations sur une
pericde de 6 mois a4 une température de 15°C. Les traitements ayant
donne les meilleurs résultats furent saccharose 30 g/l ;3 saccharose
5 g/1 + C.2M de manitol v 5 mg/l d acide tri-iodo benzoique(TIBA).
Les concentrations superieres & 20 mg/l de TIBA comme les
traitements contenant 0.2M de mannitol en association evec de doses
de saccharose supérieures & 20 g/l1, se sont réveéles préjudiciables
pour la conservartion des deux cultivars ‘Currare’ et ‘Grande
Naine’' evec des pourcentages de récupération inférieurs a4 70 %. Le
cultivar ‘Currare’ étant légérement plus tolérant a 1 'action des

régulateurs de croissance et "a la température de conservation

Les etudes morphologiques sur variantﬁ ont eté reéalisédes sur

du materiel en crossance in vitro et en aclimatation en serre. Des
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comptages de stomates eéffectués sur les variants nains, géants et
sur le témoin ont permis de mettre en évidence que la quantiteé de
stomates est trés voisine quels que soient le type de plante
observe et les conditions de crossance. Aucune différence n'a
pugtre mise en évidence considérant la taille des stomates
largeur et longueur. les études histologiques de 1 anatomie interne
des limbes et des gaines foliares n ont pas permis de deétecter des
differences entre les variants et le témoin; ceux-ci tant aw niveau
in vitro qu’en acclimatation en serre. De la méme fagon, les taux
de multiplication n ont pas permit de détecter de différences.
D'une fagon génédrale, il n'est pas possible de détécter différences
visuelles gui permettent d identifier les variants en conditions in
vitrop. Par contre au niveau des plantes en serre, il est possible
de separer avec facilité, les variants géants des variants nains et
du témoin, considérant pour celd principalement la hauteur de la
plante. Le fait gqu il soit difficile de séparer les plantes naines
des plants témoins provient certainement du fait gque le temoin est
en fait une variété semi—nain du cultivar 'Currare’. En conditions
d'acclimatation, les paramétres les plus utils pour identifier les
variants sont: la longuer du pétiole, 1 indice foliaire et 1la

hauteur de la plante.

En ce qui concerne les é&tudes de caryotypes, bien gque le
nombre de cellules observées soit faible, on a pu mettre en
evidence des anamolies dans le nombre de chromosomes aussi bien

chez les variants gque chez les témoins.
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1. INTRODUCCION

El banano (Musa AAA) y el platano (Musa AAB, ABB), junto con

la vyuca (Manihot esculenta), constituyen la principal fuente
alimenticia de los paises del trdépico humedo de América, Africa vy
Asia (Thurston, 1989). La produccién mundial de Musa 8s5p., Se
estima en mas de 64 millones de toneladas anuales, de las cuales 26
millones son producidas en América Latina y El1 Caribe {INIBAP,

1989).

Con la modernizacidn de la agricultura, los rendimientos de
los cultivos alimenticios se han incrementados paralelo a éste
hecho la base genética se ha reducido rapidamente, debido a el
abandono de variedades tradicionales, siembra de monocultivos
geneticamente homogéneos v cambios en las practicas de cultivo. E1
genéro Musa no ha sido la excepciodn, se ha informado que cultivares
de platano (AAB) y banano (AAA, AA) ban desaparecido debido a la
deforestacion, desastres naturales vy agricultura ndmada (Jaramillo,
1983). Ante ésts problemdtica la conservacidn del germoplasma ha
cobrado prioridad para mantener la base genética necesaria para

los programas de fitomejoramiento (IBPGR, 1983)

Todo método de conservacitn de germoplasma debe garantizar la
viabilidad y la regeneracién rapida del material almacenado asi
como su estabilidad genética. Dentro de los métodos de conservacion

el almacenamiento de gemillas en camaras frias es apropiado debido



4 que ocupa poco espacio, fagilita el intercambioc de germoplasma y

es economico. Sin embargo, no todas las semillas resisten niveles

de deshidratacidn para ser almacenadas. En el caso del genero Musa
esta metodologia no es posible, debido a que los cultivares
comerciales no producen semillas. Las colecciones de campo han sido
2l método tradiciomal de conservacién en musaceas. S8in embargo,
las colecciones estan expuestas a atagues de plagas y enfermedades,
problemas edaficos, ocupan Aareas considerables y los costos de
manteniemiento son altos (Withers, 1980; Withers, 19903 Villalobos

¥y Abdelnour, 1991)

En Musa el almacenamiento in vitro es una alternativa
complementaria a las colecciones de campa, puesto que presenta
ventajas tales como: sanidad del material, ahorro de espacio, se
puede almacenar muchas introducciones, facil transporte del
germoplasma y requiere menores costos de mantenimiento (Sandoval V4
Muller, 1989). El problema del almacenamiento en Musa es su alta
tasa de crecimiento, lo que obliga a multiplicar vy subcultivar el
material cada 4 a 5 semanas, gque resulta una tarea laboriosa y
aumenta los costos de almacenamiento. Paralelo a éste problema al
incrementar el numero de subrcultives se corre el riesgo de
contaminaciones, pérdida de material y asimismo favorece la
aparicion de plantas fuera de tipo o variacidn somaclonal (

Scowcroft, 1984; Smith, 1988)



El termino variacidmn somaclonal se ha empleado para describir

la variabilidad generada en células y tejidos cultivados in vitrao.

La variacion somaclonal puede ser temporal epigendtica o variacion
genetica (mutacidn). Las plantas variantes en la mayoria de los
tasos no  tienen importancia econdmica; por lo tanto es urgente

desarrollar metodologias que permitan su prectz identificacidn

Consecuentemente, los objetivos de la presente investigacidn

fueron:

Desarrollar una metodologia que permitiera la conservacidn a
mediano plazo de dos cultivares de Musa sp.(Musa AAA c.v. °Gran

Enano’ vy Musa AAB c.v. Currare’)

determinar la sobrevivencia del material vegetal despuéds de

concluido el periodo de almacenamiento.

Adguirir conocimientos de plantas variantes de Musa (AAB) c.v.
‘Currare’ a nivel in yitro y de invernadero para facilitar su

precoz identificacidn.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Clasificacion taxontmica de las Musaceas

El banano y los plétanos pertenecen al orden Zingiberales v a
la familia Musaceae, gque a su veéz se divide en dos generas: Musa vy
Ensete. El género Ensete, posee plantas vigorosas vy muy parecidas
a las plantas del género Musa, pero se diferencian por ﬁm presentar
ramificaciones en el cormo. Ensete se reproduce por semillas vy su

uso es arnamental (Soto, 1990).

E1l genero Musa sagan Stover v Simmonds (1787}, esta
constituido por cuatro secciones o serles : Australimusa,
Callimusa, Rhodochlamys, y Eumusa . La serie Eumusa tiene un numero
cromosomice bédsico n=11 vy es la de mayor difusidn geografica, esti
constituida por nueve a diez especies, de las cuales Musa
acuminata(fa) Y Musa halbisiana {BH), en cruzamientos
interespecificos han originado 1la mayoria de los cultivares

comestibles.

Los hibridos interespecificos se agrupan de acuerdo a la
contribucion de cada una de las especies a la ploidia. Dependiendo
de la combinacidon de gendmas se clasifican en: diploides,
triploides y tetraploides. En la naturaleza se han identificade los

grupos AR, AH, BB, AAA, AAB, ABB (Stover vy Simmonds, 1987).



Los bananos Y platanos comestibles err sU mayoria =Taly!
triploides, gue se encuentran en los grupos (AAA),(AAB) v (ABB). E1
grupo (AAA) contiene los subgrupos: a) ‘Gros Michel’ b)‘Cavendish’
que contiene los cultivares (Gran Enano, Valery y Lacatan) c) 'Red
"Red Green". El1 Grupo (AAB}, contiene los platanos (tipo falso
cuerno, tipo franceés). El grupo (ABB), contiene los cultivares

‘Pelipita’, "Saba” vy ‘Bluggoe’ (Simmonds, 1973 ; Soto,1990).

El desarrollo de nuevos cultivares probablemente dependa del
uso de una base genética mads amplia del germoplasma diploide Musa
acuminata y Musa balbisiana, de la seleccién de los hibridos
existentes y del uso de otras especies silvestres como material

inicial (Shepherd gt al, 198&4).
2.2 Morfologia general de la planta

Los bananos ¥ los platanos =twly plantas herbiceas con
seudotallos adreos que se originan de cormos carnoseos en los cuales
se desarrollan numerosas yemas laterales o hijos. Las hojas tienen
una distribucidn helicoidal (Filotaxia espiral) v las bases
foliares circundan el tallo(cormo), dando origen al seudotallo. La
inflorescencia es terminal y resulta de la transformacidn del
meristemo vegetativo ean meristemo florals después de ia
diferenciacidn floral, la producciédn de hojas cesa definitivamente

{Fig. 1}.



2.2.1 Sistema radical

Las raices poseen forma de cordén y aparecen en grupos de 3 &
4; el diametro oscila entre 5-10 mm y pueden alcanzar de 5 a 10 m.
de longitud. Las raices jovenes son blancas y suaves, mas tarde
adquieren color amarillento y se endurecen, al madurar se torpan
oscuras y suberosas. El numero de raives estd relacionado con el
tamafio del tallo, debido a gue el desarrollo de raices adventicias
estd correlacionado con el nivel de auxinas y éstas se sintetizan
en las hojas jovenes. La formacion de raices disminuye al momento
de la floracidn, aungque continuan desarrolléndose las que fueron
preformadas. El 45 %L del sistema radicular se encuentra localizado

en los primeros 30 cm. del suelo (Soto, 1990).

2.2.2 El cormo

Morfoldgicamente el cormo es un talleo que desarrolla hojas en
la parte superior y raices adventicias en la parte inferior. E1l
cormo de las musaceas es corto , grueso y carnoso, debido a la
cantidad de parenquima. Los nudos en el cormo estdn muy agrupados
y en cada uno hay una hoja gque se extiende hasta cubrirlo. El cormo
esta constituido en su mayor parte por parenquima amilaceo y se
pueden distinguir dos zonas: la parte externa o cortical ue
desempefa un papel de proteccién y la parte central o activa de la
cual se originan el sistema aéreo, el sistema radical Yy los retofnos

(Sotw, 1990).
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2.2.3 Sistema foliar

La hoja consta de vaina foliar, seudopeciolo y lamina . las
hojas estan distribuidas en forma de espiral. Las largas base
foliares se traslapan y forman el seudotallo, a través del cual
crece la inflorescencia terminal. Las vainas foliares son largas
sin ligula vy estan constituidas por una epidermis glabra sn ambas
superficies ; tienen numerosos espacios airiferos gque se prolongan
hasta la vena media. Los peciolos en el extremo distal de la vaina
se estrecha y se adelgaza hacia el limbo. La lamina foliar es
dorsiventral y glabra, muy verde en el haz y mas © menos glauca en

el enveés (Soto, 1990).

2.2.4., Inflorescencia

La inflorescencia es una espiga compleja y consiste de
pedinculo, donde las flores se encuentran arregladas en racimos
nodales en dos filas de cojines transversos, cada uno sostenido por
una bractea ovalada vy rojiza. Los racimos florales nacen en espiral
Yy no rodean al pediénculo. De 12 a 20 flores son producidas por
nudo. los primeros 3 a 135 nudos basales o manos producen flores
femeninas y Ios nudos distales flores masculinas estaminadas

(Purseglove,1981)}.

2.2.5. Frutos

El desarrolloc del fruto de los cultivares comerciales es

partenocarpico (sin polinizaciédn). El tiempo desde la aparicion del



racimo hasta la cosecha oscila entre %90 a 120 dias. En la primera
semana del desarrollo del fruto hay poco aumento en la pulpa, dos
semanas despues el numero de células en la pulpa se ha aumentado
mediante divisiones mitdticas. El desarrollo dentro del léculo es
irregular pero se llena de pulpa comestible entre las 8 y 12
semanas. El hecho de que la mayoria de los cultivares comestibles
de bamnano no tengan semilla, se debe ha un complejo de causas; es
probable que 1los genes especificos de esterilidad femenina y la
triploidia sean los responsables principales en distintos grados de

#sta condicitn (Soto, 1990).

2.3. Importancia de la conservacion del germaplasma

Los recursos fitogenéticos son recursos naturales limitados Y
perecederos, que proporcionan la materia prima o genes qgue
apropiadamente manipulados ¥ combinados con practicas de
mejoramiento convencionales, cultivo de tejidos © a través de
ingenieria geneética pueden generar variedades mejoradas. (Esquinas,

1981},

Con la modernizacidn de la agricultura se ha logrado el
incremento del rendimiento de los cultivos alimenticios; peroc en
la mayoria de los casos, éste hecho viene acompadfado con la
reduccidn de la base genética y en algunos casos con la extincion
de algunas especies de valor incalculable. La erosidn genética no
stlo afecta a las especies cultivadas sino a todas las especies

silvestres.( Plucknett gt al, 1983; Esquinas, 1981).
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Consecuentemente, la creacidn de bancos de germoplasma
representa una alternativa para la conservaciédn de los recursos
genéticos. Esta necesidad ha sido destacada por el C(Consejo
Internacional de Recursos Fitogenéticos (CIRF o IPCRI) . Por otra
parte, La Red Internacional para el Mejoramiento de Banano y
Platano (INIBAP), identificed los probiemas m&s comunes para la
conservacitn e investigacién de éstos cultivos en América Latina Yy
£1 Caribe vy recomendd realizar las siguientes acciones: al
establecer una coleccidn de referencia de los cultivares de la
region, blcaracterizar y evaluar el material existente en los
paises, con el objeto de establecer una nomenclatura uniforme c)
duplicar las colecciones nacionales Yy seleccionar un laboratorio
para la conservacién d) organizar programas de capacitacién en
taxonomia y manejo de germoplasma en lugares donde se tengan
tolecciones (REUNION REGIONAL DE INIBAP PARA AMERICA LATINA Y EL

CARIBE, 1987).

2.4, Metodos de conservacidn de germoplasma

l.a estrategia de conservacién de germoplasma depende de la
naturaleza del material bioldgico, gque a su vez estad definida por:
la duracion del ciclo de vida, el tipo de reproduccion, el tamafo
de los individuos y el nivel ecoldgico: silvestre y/o domesticado
(Scowcroft, 1984). Querol (1988), considera que la manera mas
apropiada (bioldgicamente) de conservar los recursos genéticos es
preservarlos en su medio natural in situ, por que las especies

coexisten con los organismos vivos en su ambiente natural. Sin
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embargn, diferentes experiencias han demostrado gue para garantizar
la existencia de 1los recursos genéticos se reguiere de otros
metodos de conservacion tales como: barcos de semillas, colecciones
de campo, conservacion in vitro v crioconservacion. Cualquiera gue
sga el método de conservacion debe garantizar 1la identidad
genetica, la viabilidad vy altos porcentajes de sobrevivencia

Banerjee y De Langhe, 19835; Sandoval vy Muller, 1989).

El almacenamiento de semillas en camaras a bajas temperaturas
es un eficiente método de conservacidn a mediano vy largo plazo.
5in embargo, solamente puede utilizarse para semillas ortodoxas,
puesto que las semillas recalcitrantes no permiten niveles de
deshidratacion y temperaturas bajas para ser almacenadas. Por otra
parte, existen cultives que no producen semillas o si las producen
el porcentaje de germinacion es bajo. Por ejemplo: el banano vy 1la
uva. Ademéas existe una gran cantidad de especies en las cuales su
propagacion es asexual o vegetativa, gue tambien es el caso del
banano, lo cual obliga a buscar otros métodos no convencionales de

conservacion (Withers, 1980 ; Stushnoff y Fear, 1985 ).

La conservacion de germoplasma in vitro es complementaria al
metodo convencional de colecciones vivas, puesto que presenta
ventajas como: a) se puede almacenar un alto numero de clones en
poco espaciao, b) asegura mejor sanidad del germoplasma, c) genera
mayor numero de plantas en un tiempo dado d) facil manejo lo cual

favorece &)l intercambio del germoplasma, e) requiere menores costos
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de mantenimiento (Sandoval, 1985; Sandoval y Muller, 1989 ;3 Mora,

1987 ; Stushnoff y Fear, 1985).
2.5. Métodos de conservacion de germoplasma in vitro

El almacenamiento de germoplasma in vitro puede realizarse de
dos farmas: disminuyendo la tasa normal de crecimiento o
suprimiéndola totalmente mediante la criuconservacién; La primera
forma se puede lograr mediante la reduccitdn en la concentracién de
los nutrimentos en el medio; uso de agentes osmorreguladores e
inhibidores de crecimiento y por manipulacidn de factores fisicos
como: reducciones de la temperatura, luz, intercambio de gases.
Esta metodologia es aplicable para almacenamiento a carto ¥y mediano
plazo. La criopreservacidn o almacenamiento en nitrdgenc ligquido (-~
196 =C), es un método de conservacion a largo plazo, donde se
suprime totalmente el metabolismo celulary lo cual elimina la
opartunidad de cambios geneéticos durante el periodo de

almacenamiento ( Withers, 1980; Scowcroft, 1984; Roca et al, 1991}).
2.5.1.Conservacion a corto y mediano plazo

Esta técnica consiste en conservar el germoplasma sin
subcuitivarla, durante periodos de tiempo entre 3 meses a dos
afios. Existen daos enfoques para la conservaciodn a corto—-mediano
plazo: a) Mantener el cultivo bajo condiciones de crecimiento
normal vy continuo b) mantener el cultivo bajo condiciones de

crecimiento limitado. Este WUltimo se puede lograr mediante
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manipulaciones de factores quimicos y fisicos en el medio de

cultivo a continuacidn se detallan algunos procedimientos:
2.3.1.1. Efecto de la temperatura.

La reduccion de la temperatura ha sido el recurso mas
utilizado para disminuir el crecimiento de los cultivos. La mayoria
de leos cultivos in vitro son mantenidos a temperaturaé entre 20 a
30 *L; a temperaturas mas bajas el crecimiento disminuve, pero ésta

reduccion depende de la especie en cuestion (Withers, 1980).

Banerjee y de Langhe ( 1985) trabajaron con 7 cultivares de
Musa dos de banano(AAA) y 5 de platano (AAB, ABB), encontrando gque
temperaturas inferiores a 10 °C, fueron detrimentales para el
almacenamiento in vitro . Sin Embargo, Temperaturas de 15 a 18 °C
fueron efectivas para elmacenar ©! material hasta por 13-17 meses.
Por otra parte, 1los genotipo AAB (cC.v. Asamiensa, Agbagba, vy
Ntanga) y ®l1 genotipo ABB (c.v.Bluggoe), fueron mas tolerantes al
efecto de la temperatura que los genotipos AAA (c.v. Cavendish
enano y Pisang nangka). Resultados similares fueron obtenidos por
Nunez gt al (1988), guiénes encontraron gue temperatura de 27°C
favorecieron el crecimiento en altura en 12 a 15 cms en dos meses

de almacemamiento. Mientras que en temperaturas de 16°8, sdlo se

obtuveo un crecimiento de 5 cms en & meses de almacenamiento.
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2,5.1.2 Concentracién de nutrimentos

Los nutrimentos minerales (macro y micronutrientes), =)
consideran esenciales para el crecimiento de 1las plantas. En la
formulacidn de los medios mas recientes, =1 destaca las
concentraciones relativamente altas de nitrdgeno y potasio para

favorecer el crecimiento de los cultivos (Mroginski vy Roca, 1991).

lLa relacidn entre la concentracién de carbohidratos y los
componentes nitrdgenados en el medio nutritivo, pusden tener
efectos sobre la tasa de crecimiento en los cultivos In vitro . La
Sacarosa tiene igualmente un efecto en la viabilidad de 1las
cultives; concentraciones muy altas o muy baja resultan nocivas

para la conservacion de tejidos in wvitra (Roca et al, 1991 ;.

Roca gt al(l9?91), informaron gque la tasa de crecimiento de
tallos v nudos en cultivos de yuca disminuye cudndo el contenido
total de nitrdgenoc en el medio decrece hasta 22 mM a 27-28 °C vy
hasta 40 mM a 20-22 °C. Concentraciones inferiores a 10 mM. son

detrimentales para el almacenamiento in vitro.

Kartha et al (1981), encontraron que es posible almacenar
hasta por 2 afos plantas de café provenientes de cultivo de

tejidos, sin usar sacarosa en el medio de cultivo.
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2.5.1.3 Uso de agentes osmoticos

El efecto de los agentes osmorreguladores como el manitol,
sorbitol, y azucares como la sacarovsa y glucosa, influyen en el
crecimiento debido a que modifican el potencial osmético del medio,
ya que el movimiento de los nutrimentos y del agua dentro y fuera
de las celulas estd gobernado por las concentraciones relativas de
las sustancias disueltas en la solucidn del medio de cultivo.!

Brown et al, 1979 ).

Mora et al (1988), encontrardn que concentraciones altas de
sacarosa en el medio limitan el crecimiento de explantes de Musa.
Mora (1987) Trabajd con los cultivares Eran Enano’ (ARA),
‘Currare’ (AAB) vy ‘Pelipita’ (RBB), sembrd explantes a en un medio
Murashige y Skoog{l962), suplementado com sacarosa (0,15,30,60,y 90
g/1l), Manitol (0,20,40,60 v 80 g/l),almacenados a 27°C, encontrando
que la ausencia de sacarosa aun en presencia de manitol causo la
muerte de los explantes. La combinacion de 60g/l1 de sacarosa + 40
g/1 de manitol(=0.219M), redujo el crecimiento de los explantes en
un 75% con respecto al testigo; mientras que niveles de &0 y 80 g/l
de manitol(0.329M y 0.439M respectivamente) y cualguier cantidad de

Sacarosa causo la muerte de los explantes.

Roca gt al (1991), encontraron que la combinacion de manitol
al 1% mas sacarosa al 1%, redujo la tasa de crecimientoc de plantas
de yuca in vitro, pero al cabo de 12 meses se presentaron efectos
nocivos. En cambio, el uso de sorbitol en vez de manitol también

redujo la tasa de crecimiento pero no disminuyd la viabilidad de 1la
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yuca, lograndose tiempos de almacenamiento hasta de 18 meses sin

necesidad de subcultivos.

2.5.1.4 Inhibidores de crecimiento

Los inhibilidores de crecimiento causan un efecto opuesto a las
giberilinas, disminuyendo el crecimiento de tallos y hojas que se
deriva de la accidn del proceso de divisidn y crecimiento celular
de la region subapical ( Murashige Yy Skoog, 1963). El efecto de los
inhibidores de crecimiento en muchos casos puede ser eliminado con

la aplicacion de giberelinas (Baldev et al, 1965).

Los inhibidores de crecimiento como el &cide abscisico (ABA)
interactuan con las concentraciones de sacarosa vy la temperatura de
almacenamiento afectando la viabilidad de los cultivos in vitro.
Entre laos inhibidores mas empleados por  los investigadores se
encuentran el acido abscisico (ABA), el Acido triiodobenzoico
(TIBA), el cycocel (CCC), e]1 4&acido acetil salisilico (ABA), la
hidracida maleica (MA), el Acido sucecinico, 2-2- dimetil maleica
(ALAR), el cloruro de fosfonic ( clorfoniom) etc.{ Roca Bt al,

1991).

2.5.1.8 Otros métodos de conservacion

Se ha comprabado que gases tales como etileno, oxigeno y

nitrogenc pueden modificar las tasas de crecimiento en cultives
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in witro, la manipulacidn de éstos gases puede usarse con fines de
conservacion de germoplasma. Hillel et al (1989) trabajaron con
esquejes de crisantemo realizaron aplicaciones de 16ul/l de etileno
en diferentes concentraciones de oxigeno disuelto en el medio(Q,
2.9, 5.0 v 8 mg/l), encontraron que en concentraciones de O y 2.5
mg/1l de oxigeno disulto, disminuyeron el crecimiento y la formacion
de raices en los esquejes. Sin embargo, ellos consideran que éste
efecto inhibidor se debe a las condiciones de bajas concentraciones

de oxigeno en el medio mds que a las aplicaciones de etileno.

Jouve et al (19%1) lograron conservar retofos de Coffea
arabica L. durante 4 meses in yvitro, mediante disminuciones de
temperaturas (27,21,12 v 4 °C) Yy por aplicaciones de una tcaps de
parafina en los cultivos. Se encontrd que a 4 °C en cultivos sin
parafina y con parafina los retofos se murieron. A temperaturas de
27,21,12 °C, cuando se usd parafina se disminuyd el crecimiento de
los retornos. Sin embargo, la disminucidn fue igual
independientemente de la temperatura utilizada, lo cual sugiere gque
la inhibicidn del crecimiento se debio a la falta de oxigeno

disponible en el medio.

El inconveniente de la técnica de conservacion con parafina es
que la cantidad de oxigeno disponible para los explantes no es
conocida vy es dificilmente contreolable. Por otro lado, el
crecimiento de las plantas durante la fase de sobrevivencia es mas

lento.
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2.5.2 Conservacidn a largo plazo {Crioconservacion)

Cudndo se conserva germoplasma a largo plazo siempre existe un
riesgo de inestabilidad genética. Este problema puede minimizarse
de dos formas: a) utilizando como explante tejidos organizados
{meristemas, yemas v cultivos derivados) bimediante
Crioconservacidn en nitrdgeno liquido (~196 °C). Se ha demostrado
que a —-196°C ,el metabolismo celular ha cesado completamente, por
lo que se aduce que la inestabilidad genética se ha eliminado
Roca gt _al, 1991). Esta técnica ha tenido éxito en almacenamiento
de embriones cigoaticos y somaticos, suspensionas celulares,
protoplastos, d&pices, meristemos, ovulos y anteras ( Withers, 1980
;3 Scrowcroft, 1984). En el caso especifico de_el generoc Musa, se ha
reportado la crioconservacion de suspensiones celulares del
cultivar "Matavia' (Panis gt al,1990) y de embriones cigdticos de
dos diploides de Musa acuminata (AA) y Musa balbisiana (BB)

{Abdelnour gt al,1992).

2.8. Variacidn somaclonal

El concepto de variacidn somaclonal fue acufado por Larkin vy
Scrowcroft (1981), para describir la variabilidad genética generada
en plantas producidas in vitro. La variacidn somaclonal puede
causar una variacion temporal ( epigenética) o una variacion
genética estable. Los cambios epigenéticos no se transmiten

meioticamente, por tal razdén no son ttiles en el fitomejoramiento.
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La frecuencia en la aparicidn de la variaciédn somaclonal es
superior a la tasa de ocurrencia de mutaciones espontaneas y/o0
inducidas, lo gue sugiere que la variacién somaclonal es una fueva
fuente de variabilidad, que puede tener un impacto potencial en el
mejoramiento vegetal (Tabares et all, 1991 ; Larkin y Scowcroft,

1981 ).

Dentro de las posibles causas de la variacién somaclonal se
encuentran H cambios de cariotipo, elementos transposones,
aberraciones cromostmicas, amplificacidn y supresion de la accidn
de genes. Sin embargo el origen de la variaciédn no siempre es
clara, y puede variar, segun el cultivar propagado e incluso puede
diferir de una planta a otra de el mismo cultivar {Scowcroft, 1984

i Lee y Phillips, 1988; Tabares gt al, 1991).

En el caso de banano del subgrupo Cavendish (AAA) ctultivar
Gran Enano, diferentes autores en distintos paises han reportado
parcentajes de wvariacidn somaclonal en un amplio rango: 1.1% en
Costa Rica (Arias y Valverde, 1986 y 1988 ), 3%. en Taiwan {MHwang,
1987), 9% en Ilsrael (Israeli et al, 1988), 194 en Puerto Rico
(Fool e Irizarry, 1987), 227% ern Australia (Smith, 1988), 25% en
Jamaica (Stover, 1988). Las variaciones reportadas incluyen
variaciones en altura de la planta, anormalidades del follaje,
variaciones en pigmentcidn del seudotallo y anormalidades en
inflorescencias y frutos. En todos los casos la variacion en altura

es la mads comun y dentro de ésta el enanismo es el predominante,
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representando el %0 % del total de los variantes {Israeli et al

T i

1991).

Reuveni (1988), trabajd con variantes somaclonales de banano
C.V. Williams. Realizd aplicaciones de 4&cido giberélico en
concentraciones de 0-10 mg/l sobre variantes enanos de 9 semanas de
crecimiento jin witro comparados con un testigo. Encontré que el
acido giberélico redujo la produccicn de hojas tanto en plantas
2nanos como en el testigo. Sin embargo, el efecto fue mas
pronunciado  en las plantas testigo. El mismo autor realizo
recuentos de estomas en el haz y envés de plantas variantes de
follaje (mosaicos), comparadas con plantas testigo. Los resultados
demostraron que la cantidad de estomas fue inferior en ambas
superficies (haz, enveés) en los variantes gque en el testigo. For
otro lado, la cantidad de estomas fue superior en el envés que en

haz tanto en los variantes como en el testigo.

Estudios cariolodgicos demostrardn que los variantes de follaje
presentaron aumento en el numero de ploidia entre 35-37 cromosomas.
El incremento en ploidia, también se asocia con la reduccion del
numero de estomas y con un incremento del espesor de la hoja

{Reuveni, 1988).

Para estudios de identificacidn de variantes somaclonales se
recomienda realizar trabajos sobre el tamafo y distribucien de los

estomas; estudios sobre el tamafo vy forma de 1las cé&lulas
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epidérmicas, estudios de cariotipo vy ensayos de diagndstico a nivel

molecular (Reuveni, 1988 ; Sandoval et al, 1991).

Smith (1988), realizd una revisitn de los factores que
influyen en la inestabilidad genética de plantas micropropagadas de
banano subgrupo Cavendish senalando los siguientes: a) la
generacion de plantas a partir de la formacién de callo incrementa
el Y de wvariacidn b) la frecuencia de la variacidn aumenta a

medida que se aumenta los ciclos de multiplicacidn del cultivo c)

depende del genotipo propagado d) la composicidn del medico de
cultivo, particularmente la concentracidn de reguladores de
crecimiento del cultivo e) el estado fenoclédgico de la planta

donadora del explante.

La mayoria de log trabajos en variantes en musdceas se
refieren a los cultivares triploides (AAA). Por tal razén las
tecnicas de identificacion en los cultivares de platano (AAB) vy
{(ABB) no estdn sistematizadas como en el caso de algunos cultivares
(AAR)} . Ademds la tecnologia de identificacien generada £n bananos
na puede ser extrapolada directamente a los cultivares de platanos

(Vuylsteke gt al, 1988 ; Sandoval et al 1991).

Vuylsteke et al (1988), realizaron evaluaciones de 1las
variaciones fenotipicas de plantas microprogadas de platano (Musa
ARB.), encontrando una frecuencia de variacién de &Y%, expresado en
3 wvariaciones fenotipicas: dos a nivel de racimo {reversion

inflorescencia masculina tipo French e inflorescencia Monganga), vy
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tres variantes de follaje (hojas pendulas, hojas variegadas vy
deformaciones en la lamina de la hoja). El variante mds comun fue
la reversion a tipo French, 2.9% del &% de la variacitn obtenida o

sea un 45% de todos los variantes.

Bandoval et al (1991), evaluaron a nivel de campo plantas
micropagadas del c.v. ‘Falso Cuerno’, provenientes de Sﬁsubcultivqs
0 ciclos de propagacion (81,52,53,54,55), los resultados indicaron
que no hubo correlacidn entre mayvor ntmero de subeul tivos Yy mavyar
porcentaje de wvariacidn. Ademas se encontrd que el porcentaje
total de variacion fue de 14.2 y 10.8 % para la primera y segunda
generacion respectivamente. El variante mas frecuentemente fue el
enanismo que constituyd el 36 y 37% de todos los variantes en la
primera y segunda generacidn respectivamente. Esto indica que g1l
enanismo es estable geneticamente v que no obedece a cambios

epigenéticos y que es poco influenciado par las condiciones

ambientales (Sandoval et al,1991).
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3. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacidn se realizéd en el Laboratorio de

Cultivo de Tejidos Vegetales y de Histologia de la Unidad de

Biotecnolagia, del Programa de Produccidn Y Desarrolio de
Agricultura Sostenible del Centra Agrontmico Tropical de
Investigacién y Ensedanza (CATIE), Turrialba, Costa Rica. El

estudio se desarrolld en el periodo comprendido entre abril 19931

hasta septiembre 1992.

3.1 Material vegetal

Para los trabajos de conservacidn ip vitro de germoplasma
los cultivares utilizados para la investigacian fueron:
‘Gran Enano’ (AARA}, subgrupo Cavendish
"Currare’ (AAB), subgrupo Plantain
Este material experimental fue obtenido de La Finca Experimental
del CATIE, La Lola y de las plantaciones comerciales de 28 Millas,

propiedad de CORBANA.

Para el estudio morfoldgico de plantas wvariantes, tanto a
nivel in vitro como de invernadero se utilizaron dos tipos de
variante del cultivar ‘Currare’ (variante gigante y variante enang),
comparados con el material testigo, los cuales a continuacién se

describen:
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CODbIGO DESCRIPCION
Lo-C Planta de porte gigante con seudotallo de

color rojo vy fruto con reversién French.

Lo-D Planta de porte enano, racimo falso cuerno Y

coloracion normal

LLo-G Planta de porte intermedio, corn seudotallos de
coloracidn verde, racimo falsoc cuerno.
Caracteristico del cultivar ‘Currare Enano’

que fue sembrado inicialmente (Testigo)

Este material fue obtenido del ensayo de variacion somaclonal

de la finca Experimental de CATIE, La Lola.
3.2 Multiplicacidn del material in vitro

Fara obtener el material experimental se realizardn tres
pasos: a) establecimiento del cultive in vitro, b) multiplicacian
de los brotes y c) desarrollo de plantas individuales (Fig. 2) . A

continuacion se describe el protocolo utilizade para cada paso:

Para la obtencidn del material de campo se seleccionaron
plantas sanas y vigorosas de donde se extrajeron hMijuelos de
espada entre 30 vy 45 cm. de alto. Se eliminaron las partes externas
del cormo y vainas foliares hasta obtener secciones de 5 cm de
largo y 2 cm. de diametro. Este material fue lavade con agua

corriente, posteriormente fue sometido & una desinfeccidn con
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hipoclorito de sodio 8% durante 20 minutos, seguido de tres
lavados de 5 minutos cada uno en agua estéril. En condiciones
asepticas se redujo el explante hasta Smm de longitud vy de
diametro. Previo a la siembra los explantes se colocaron durante 10
minutos en una solucidn de Aacido ascérbico al 10% con el fin de

reducir la produccidn de fenoles en el explante.

Los explantes se cultivaron en tubos de vidrio de 11x2.5 cm.
que contenian alicuntas de 10 ml de un medio de iniciacion
Murashige vy Skoog (1962), suplementado con 1 mg /1 de &-
benzilaminopurina (Anexo 25). El pH del medio se ajustd a 5.7 y la
esterilizacidn se realizd en un autoclave a una temperatura de 121

=€ y una presion de 1,05Kg/cm® durante 195 minutos.

La fase de iniciacién durd aproximadamente 30 dias. Después de
este periodo los explantes se transfirieron en frascos gerber que
contenian alicuotas de 25 ml un medio de multiplicacion (Anexo 235),
para favorecer la formacion de brotes. Esta fase durd
aproximadamente entre 45 a &0 dias. Finalmente los brotes
individuales fueron inoculados durante 30 dias en un medioc de
desarrollo en tubos de vidrio de 12x2.5 cm. que contenian alicuctas
de 10 ml del medio de desarrollo (Anexo 235), para Tavorecer el
enralzamiento y desarvrollo de las vitroplantas gue fueron

utilizadas para la investigacian.



FASE DE DESARROLLO

FASE DE INVERNADERO

Fig. 2. Esquema general de las fases que comprende la micropropagacion
en sz
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Durante las tres fases de cultivo 1los explantes fueron
incubados a 27 <C, 70% de humedad relativa y un fotoperiodo de
16/8., Como fuente de luz se utilizaron lamparas fluaoresecentes tipo

luz de dia gque emiten una iluminaciédn de 3000 lux.

3.3 Experimentos para la conservacion de germoplasma in vitro

Para los tres ensayos de conservacian de germoplasma se trato
de conservar las vitroplantas durante & meses. Antes de sembrar las
plantulas se eliminaron las hojas, raices vy parte de las wvainas
hasta obtener explantes de 1 Cm. El material fue almacenado en una
incubadora a 15 °C, vy una intensidad de luz 1500 lux a nivel de los
cultivos, vy un fotoperiocdo de 12/12. Las plantas utilizadas en los
tres ensayos de conservacién tenian aproximadamente 120 dias de
cultivo, Transcurridos los & meses de almacenamiento, las plantulas
se sembraron en un medio clasico de crecimiento(M.S.), para
determinar el porcentaje de sobrevivenmcia bajo cordiciones normales
de crecimeinto( temperatura 27 I fotoperiodo 16/8 vy una

iluminacidn de 3000 lux).

3.3.1 Efecto de diferentes niveles de sacarosa

El medio basico de conservacioén utilizado fue el Murashige ¥y
Skaog (1962), con los macronutrientes reducidos a la mitad, mas 2
g/l de Gelrite como agente gelificante. Los tratamientos Se
conservaron a 15 °C:

Tl= medio basico + Sg/l de sacarosa



28

T2= medio badsico + 10g/1 de sacarosa
T3= medio basicon + 15g/]1 de sacarosa
T4= medio basico + 20g/]1 de sacarosa
T5= medio basico + 30g/1 de sacarosa

T6= medio basico + 30g/l de sacarasa a 27 °C (Testigo absoluto)

Se utilizaron 20 repeticiones para los 2 cultivares 'Gran

Enano’ v ‘Currare’.

3.3.2. Efecto de manitol como osmorregulador

El medio basico fue el descrito en el punto 3.3.1. mas una

concentracion de manitol 0.2ZM. Los tratamientos se conservaron a

15°C:

Tl= medio bhasico + 5g/l1 de sacarosa + 0.2M manitol
TZ= medio basico + 10g/l de sacarosa + 0.2M manitol
T3= medio badsico + 15g/1 de sacarosa + 0.2M manitol
T4= medio basico + 20g/]1 de sacarasa + 0.2M manitol

TS= medio bdsico + 30g/1 de sacarcsa + 0.2M manital
Té= medioc basico + 30g/]1 de sacarosa + 0.0M manitol
T7= medio basico + 30g/l1 de sacarosa +0.0M manitol a 27°C (testigo
absoluto).
Se utilizaron 20 repeticiones para los 2 cultivares ‘Gran

Enano’ y "Currare’.
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3.3.3 Efecto del Acido 2,3,5 triiodobenzioco (TIBA)}, como

inhibidor de c¢recimiento

El medio basico fue el descrito en el punto 3.3.1., mas 30 g/l de

sacarosa y 2 g/1 de gelrite. Los tratamientos fueron conservados a

15 *°C

Tl= medio basico + OBmg/l de TIBA

T2= medio basico + 10 mg/1 de TIBA

T3= medio basico + 20 mg/l de T1BA

T4= medio basico + 40 mg/l de TIBA

TO= medio basico + 00mg/l de TIBA

Té= medio basico + 00mg/1 de TIBA a 27 °C (Testigo absoluto)

3.4 Pruebas de sobrevivencia

Finalizado el periddo de almacenamiento { & meses), los
cultivos fueron transferidos a un medio de cultivo fresco, sin las
sustancias inhibidoras de crecimiento Y se mantuvieron &n
condiciones normales de crecimiento duramte un mes. Se considers
como  explantes sobreviviente a aquellos que desarrcllaron una
planta completa, ¥ aquellos que aurgque presentaban tejido
clorotico- necrdticoo, emitieron rdices y tuvieron follaje verde

despues de los 30 dias de sobrevivencia.

3.5 Pruebas de peso fresco y peso seco

Finalizados los & meses de almacenamiento se tomartn muestras

al azar de 5 plantas por cada tratamiento, comn el proposito de
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medir la relacion entre el peso fresco vy peso SeCo, para conocer el
crecimiento neto expresado en terminos de peso seco entre los

diferentes tratamientos .

El peso fresco se midio en una balanza andlitica. Mientras e
para determinar el pesc seco las muestras fuerdn colocadas en un
harno de desecacidn a una temperatura de 70 °C, durante 24 horas.
Transcurrido ese tiempo, las muestras se dejaron enfriar v se les

tomd el peso seco en una balanza analitica.

3.6 Variables evaluadas mensualmente durante el almaceramiento

3.6.1 Altura de la plantula:

La altura de 1la planta se tomé a partir del! cuello formado
entre el cormo y el seudotallo, hasta, el punto de unién entre las
dos ultimas hojas completas. Cuando existid una sola hoja la parte
terminal se considerd hasta la base de la hoja (pecioclo). La

medicion se hizo con la ayuda de papel milimétrico.

3.6.2 Numero de hojas desarrolladas:

Se considerd como hoja desarrollada aquella que presentd un

desarcllo completo de 1la lamina foliar. El1 recuento se hizp a

simple inspeccidn en cada tubo.
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3.6.3 Numero de raices:

Se considerd como raiz completa aquella que tuvo una longitud

mayor o igual a 1 cm. El recuento se hizo a simple inspeccion.

3.6.4 1 Color y aspecto de la planta:

Se evalud visualmente, clasificando cada plantas como: normal

(verde), clordtica v necrotica.

3.7 Andlisis de los datos

Para la variable altura en los tres ensayons de conservacion
(sacarosa, manitol y TIBA), se utilizd un disefo completamente al

azar en parcelas divididas en 2] tiempo.

Para las variables numero de raices y numero de hojas se
realizaron pruebas de Chi cuadrado para cada lectura. Para el
ensayo de TIBA no se realizaron las pruebas debido a que la

producidn de hojas y raices fue inhibida casi en su totalidad.

Para la variable cualitativa relacionada con la coloracién de
las plantas se establecieron 3 categorias: verdes, clorédticas ¥
necroticas. Se registraron las frecuencias de cada categoria en

cada tratamiento.
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3.8 Estudio de plantas variantes in vitrog

Los dos variantes ( gigante vy enano), fueron comparados en las

plantas testigos en los siguientes estudios:

3.8.1 Recuento de estomas

Se tomardn 10 plantas al azar de cada variante. De cada planta
se extrajo una hoja de la que se tomd un segmento de 1cm? de la
lamina. Los segmentos de hoja fueron colocados en una solucién de
Hidroxido de Sodio al 5%, durante 2 dias con el propésito de
eliminar los pigmentos de la lamina que permitiera realizar el
recuento . Luego se transfirieron en una caja Petri en una solucién
de alcohol al 70 Y Posteriormente fueron observados y
contabilizados los estomas en un microscopio a una resolucion de

aumento de 25X.

A cada segmento de hoja se le hicieromn 10 conteos al azar en
el haz y enveés, se sact la media correspondiente vy ese dato

constituyd una repeticidn.

3.8.2 Determinacicdn de el largo vy el ancho de los estomas

Al igual que para el recuento de los estomas se tomaron 10
plantas de cada variante como muestra Yy con la ayuda de un
micrometro ocular se midio el ancho vy largo de los estomas en

unidades oculares que multiplicadas por el factor de correccidn
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(15.83) se aobtuvo la medida en (pm). La medicion se realizé en un
objetivo 25X. Se considero el ancho de los estomas a la parte del
centro, y al largo como la longitud existente entre los dos
vertices formados por la unidn de las dos ceélulas oclusivas. La

medicidn se realizd en el haz y envés de la haja.

A cada segmento de hoja se le hicieron 10 mediciones al azar
en el haz y envés, se sacd la media correspondiente y ese dato

constituyd una repeticién.

3.8.3 Determinacidn de la tasa de multiplicacién

De cada variante se tomaron 20 plantas y fueron transferida a
vasos gerber que contenian 25 ml de medio de multiplicacioén (Anexo
23). Las plantas fueron decapitadas para favorecer la formacidn de
brotes laterales. La tasa de multiplicacidon fue evaluada
visualmente contando los brotes laterales formados en cada planta.
La medicidn fue realizada a los 45 dias después de la siembra de

los explantes.

J.B.4 Estudios histolégicos

Se realizaron estudios histoldgicos de la lamina Yy  vaina

foliar en plantas en crecimiento. La muestra fue de 10 plantas de

cada variante. El protocolo seguido se describe a continuacion:
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En plantas en crecimiento se tomaron seggmentos de 3 mm de
ancho y 3 mm de largo de lamina de la hoja y de la vaina foliar.
Estos segmentos fueraon fijados en FAam, durante 44 horas.
Posteriormente las muestras fueron deshidratadas progresivamente en
una serie ascendente de etanol (50,70,80,%90,90,100 % 1, una hora en
cada alecohol. y Finalmente fuerdn infiltradas en paraftina Paraplast
Plus. Tambien se preparardn muestras en resina, que fueron fijadas

en glutaraldehido al 2.5%.

Una vez infiltrados los segmentos de lamina y de vaina en
parafina se hicieron cortes a un grosor de B micras en un micrétomo
manual de rotacidn. Las muestras en resina fueron cortadas a un
grosor de 2.3 micras en un ultramicréotomo Sorvall MTLI en la Unidad
de Microscopia electréonica de la Universidad de Costa Rica. Los
cortes en parafina se tifieron en una coloracion cuadruple:
Safranina, violeta, cristal, verde rapido FCF, vy orange. Los

cortes en resina fueron teRidos en azul de toluidina.

3.9 Estudio de plantas variantes a nivel de invernadero

3.9.1 Recuento de estomas

Se tomaron 10 plantas de cada variante y se hizo el recuento

de estomas en el haz y enveés. La metodoulogia usada fue la misma

gue la descrita anteriormente para el recuento de estomas en

plantas punto 3.8.1.
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3.9.2. Determinacidn de el largo y el ancho de los estomas

Se tomaron 10 plantas de cada variante y se hizo el recuento
de estomas en el haz y envés. l.a metodologia uwsada fue la misma
que la descrita anteriormente para el recuento de estomas en

plantas punto 3.8.2.

3.9.3 Estudio de cariotipo de los variantes

Se tomaron las puntas de las raices de 10 plantas por
variante, se colocaromn en una solucidn de B- hydroxiguinolina al
0.002M, durante 4 horas a temperatura ambiente. Luego se lavaron
las raices y se colocaron en una solucién fijadora compuesta por
3/4 partes de acido acético 1/4 de alcohol absoluto. Las muestras
se dejaron durante una noche en un refrigerador a una temperatura
de 5 °C,. Finalmente se les elimind la solucién fijadora Yy se
deposirtaron en alcohol al 70%, se sellaron y fueron llevadas al
Center de Looperation Internationale en Recherche Agronomigue pour

le Developpement ( CIRAD), para el andlisis del cariotipo.

$.9.4 Determinacidn de la altura de las plantas variantes

Se sembraron 25 plantas de cada variante en bplsas de
polietilino de 2Kg v se transfirieron al invernadero, en donde se
les tomo la altura mensualmente, durante 3 meses. La altura se

midicd desde la base de la planta hasta el punto de interseccitdn de
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el ultimo par de hojas. La medicidn se hizo con reglas calibrada en

centimetros,

3.9.95 Identificacidn de algunas caracteristicas fenotipicas

Durante 3 meses se tomaron medidas mensuales en 25 plantas de

cada variante de las siguientes caracteristicas:

Longitud y ancho del limbo de la hoja: la longitud de la
lamina se midio desde la parte terminal del peciolo hasta el dpice
de la hoja. El ancho se midid en la parte central de la hoja,
justo donde se apreciaba la mayor anchura. La medicion se hizo con

reglas graduadas en centimetros.

Largo del peciolo: la medicién se hizeo desde la union del
peciolo con la vaina hasta la unién de del peciolo con la lamina de

la hoja.

Didgmetro de el seudotallo: la medicidn se hizéd com un Vernier
graduado en mm. El diametro se midid® a los 3 cm de altura de 1la

planta.

Numero de hojas: se realizd visualmente en cada planta.

Tambien se contabilizaron las hojas clordticas.

El angulo de insercidn de las hojas en el tallo se relizéd con
un  transportador. tomando como punto de origen el centro del

seudotallo.
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5.9.4 Estudios histoldégicos

Fara las plantas en crecimiento en la fase de invernadero se
realizaron estudios histoldgicos en la lamina y vaina foliar . La
metodologia utilizada fue la misma que se describid para plantas in

vitro, en el punto 3.8.4.

3.10 Andlisis de los datos

Para los recuentos de estomas ( in vitro y de invernadero) y

para la tasa de multiplicaciédn se realizaron amdlisis de varianza.

Para el recuento de cromosomds se calculed el promedios del
numero de cromosomas por variante y se sacaron porcentajes de

celulas aneuploides.

Para la variable altura se utilizd un disefo completamente al
azar en parcelas divididas en el tiempo. De igual forma, se
analizaron las variables morfolégicas (diametro, longitud vy ancho

de la hoja, indice foliar y numero de hojas).

Para el estudio histoldgico se realizaron analisis
degcriptivos, comparando mediante fotografias microscépicas la
estructura, distribucion y forma de las capas de células 8n  los
tejidos que forman la léamina y vaina foliar de las plantas in vitro

e invernadero.
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4. RESBULTADOS

4.1. Experimentos de conservacidn de germoplasma in vitro

Para conservar el germoplasma de ‘Currare’ vy ‘Bran Enano’ se
utilizaron tres ensayos: sacarosa, manitol y acido triiodobenzoico.
Donde se evalud el crecimiento de las plantas en: altura,
formacidon de hojas y formacion de raices. A continuacion se

presentan los resultados por cada variable.

4.1.1. Altura

Para el efecto de sacarosa sobre la altura de la plantas. El
andlisis de varianza detectd diferencias altamente significativas
(P=0.0001), para cultivares, tratamientos, lecturas, y todas las
interacciones (Anexo 1.). La altura fue ascendente en los
tratamientos 5 a 20 g/l de sacarosa. Teniendo un descensc en 30 g/l
en ambos cultivares (Cuadro 1. Fig.3.). Es de hacer notar gque el
testigo absoluto a 27 °C presentd la mavor altura en  ambos
cultivares (Fig.4), aungue solamente fue evaluado en 3 meses,
debido a que el recipiente que los contenia no permitid realizar

las mediciones posteriores.

Para el efecto de manitol sobre la altura se registro alta
significancia(P=0.0001) en tratamientos lecturas,y la triple
interaccion cultivar¥tratamientoXlectura, lo gque sugiere que la
altura estuvo influenciada por accion conjunta de los tres

factores. Pero no fue significativa para cultivares (P=0,141) ni
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para las interacciones cultivarxlectura y cultivarkXtratamiento
(Anexo 2.). La tendencia de la altura fue ascendente de 5 a 10 g/1
de sacarosa + 0.2M manitol (Cuadro 2.3 Fig 5.). El testigo absoluto

a 27°C presentd la mayor altura que todos los tratamientos.

El analisis de varianza para el efecto de TIBA detects

diferencias significativas para cultivares, tratamientos Yy
lecturas. Sin embargo, no fue significativa para la triple
interaccion cultivarktratamientokxlectura ni para
cultivar¥tratamiento (Anexo 3). La tendencia de la altura disminuyd

a medida se aumentaron los niveles de TIBA. Tratamientos de 20 y 40
mg/1 fueron detrimentales para el crecimiento de las plantas

{Cuadro 3.; Fig.B.).



Cuadro 1.

40

Altura promedio (Cm) obtenida con diferentes dosis de
sacarosa (5,10,15,20,30 g/1), en dos cultivares de Musa
durante & meses de almacenamiento a 15°C comparado con el
testigo absoluto 30g/1 sacarosa a 27 °C (TA)

Eultivar Tratamientos (Sacarosa g/1)

Tiempo
(meses) . 5 10 15 20 30 TA*

‘Currare’
1 1.27 1.20 1.22 1,34 1.18 2.01
2 1.26 1.37 1.33 1.44 1.21 3.01
3 1.40 1.43 1.45% 1.3B 1.25 4,19
4 1.43 1.5%1 1.52 1.73 1.26
S 1.50 1.58 1.55 1.86 1.29
& 1.56 1.67 1.67 1.99 1.34

‘Bran  Enano’
1 1.62 1.74 1.70 1,79 1.&8 2.33
2 1.81 1.95 1.89 1.97 1.78 3.55
3 1.89 2.05 2.02 2.11 1.84 5.02
4 1.93 2.11 2.08 2.17 1.88
5 1.96 2.14 2.12 2,24 1.91
& 2.11 2.21 2.20 2.33 1.97
* El1 TA, solamente fue medido en los primeros 3 meses, poargue el

recipiente que lo contenia no permitio realizar mas mediciones vy
tuvo gue ser transferido a otro medio de cultivo



Altura (Cm)

‘Currare’ 'Gran Enano’

0 ] H T 1 ] T : 1 T i i ] 1
5 10 15 20 30 TA 5 10 15 20 30 TA
Niveles de sacarosa en el medio( g/1)
Flg. 3. Efecto de diferentes concentraciones de sacarosa en
la altura (cm) de dos cultivares de Musa, durante 6§ meses de

almacenamiento a 15°C, comparado con el testigo absoluto
{30 g/l de sacarosa a 27°C) a 3 meses {TA)

Altura (Cm.)
a8

B ‘Curcare’ *Gran Enano’

i

10 1] 20 30 TA

&
Niveles de sacarosa (g/l}

Fig. 4. Efecto de dlierentes concentraclones de sacarosa en
la altura {(Cm} de dos cultlvares de Musa al final de 6 meses
de almacenamiento a 16%C, comparado con el testigo absoluto
{30 g/l de sacarosa a 27%C) a 3 maeses (TA)
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Cuadro 2. Altura promedio(Cm) obtenida en presencia de manitol a
una concentracidn de 0.2M evaluado en 5 niveles de
sacarosa (5,10,15,20,30 g/1), en dos cultivares de Musa
durante & meses de almacenamiento a 15 °C, comparado con
testiqo absoluto 30g/1 sacarosa a 27°C (TA)

Trat.(Sac.g/1 +0.2M manitol)

Tiempo Cultivar
(meses) 3 10 15 20 30 T30* TA*

‘Currare’
1 1.30 1.44 1.21 1.19 1.14 1.5 2.01
2 1.34 1.47 1.28 1.22 1.16 1.66 3.01
3 1.38 1.32 1.29 1.29 1.22 1.76 4.19
4 1.42 1.62 1.38 1.37 1.25 1.87
5 1.49 1.71 1.43 1.41 1.25 1.94
& 1.5% 1.78 1.446 1.45 1.25 1.97

‘Gran enano’

1 1.22 1.3% 1.14 1.1% 1.12 1.464 2.33
2 1.26 1.4% 1.31 1.20 1.12 1.&4 3.55
3 1.33 1.57 1.33 1.2% 1.15 1.74 3.02
4 1.37 1.62 1.35 1.22 1.14 1.84
=] 1.40 1.67 1.37 1.24 1.17 2.04
& 1.44 1.69 1.39 1.26 1.18 2.32

* El TR, solamente fue medido en los primeros 3 meses, porque el
recipiente que 1o contenia no permitio realizar mas mediciones vy
tuvo que ser transferido a otro medio de cultivo

*T30= Tratamiento 30 g/l de sacarosa sin manitol
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Niveles de sacarosa (g/I) + 0.2M manitol

Flg. & Efecto del manitol a 0.2M en la altura (Cm) de dos

cuitivares de Musa, durante 6 meses de almacenarniento a 18%C
comparado con 30 g/! de sacarosa sin manitol (T30) y con el

testigo absoluto {30 g/| de sacarosa a 27%C) evaluado
duranie 3 meses (TA)

Altura {Cm.)
8

Bl ‘Currare’ [S0’Gran Enano’
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& 10 16 20 30 T30 TA

cuitivares de Musa al final de 6 meses de almacenamiento a
162C, comparado con 30 g/I de sacarosa sin manitol {T30} y
con ol tesligo absoluto {30 g/l de sacarosa a 27°C) a 3

meses (TA)

Niveles de sacarosa (g/[}+0.2M manitol
Fig 6. Efecto del manltol & 0.2M en Ia altura {Om) de dos
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Cuadro 3. Altura promedio (Cm) debido al efecto de TIBA en dos
cultivares de Musa, durante & meses de almacenamiento a
15 °C comparados con el testigo absoluto 30 g/l de
sacarosa a 27°C (74)

Cultivar Tratamientos (mg/1 TIBA)
Tiempo
{meses) . 00 5 10 20 40 TA*
‘Currare”’
1 1.42 1,26 1,11 1.09 1.02 2.01
2 1.58 1.38 1.16 1.12 1.02 3.01
3 1.4 1.44 1.23 1.14 1.02 4.1%
4 1.77 1.%4 1.27 1.18 1.04
5 1.93 1.69 1.35% 1.23 1.06
& 2.12 1.86 1.43 1.29 1.08
‘Bran  Enano’
1 1.33 1.05 1.10 1.07 1.01 2.33
2 1.36 1.35 1.12 1.09 1.01 3.35%
3 1.62 1.386 1.19 1.10 1.02 5,02
4 l1.68 1.38 1.23 1.11 1.03
5 1.77 1.42 1,28 1.11 1.06
& 1.90 1.50 1.31 1,13 1.07

* El1 TA, solamente fue medido en los primeros 3 meses, porque el
recipiente gque lo contenia no permitio realizar mds mediciones vy
tuvo que ser transferido a otro medio de cultivo
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Fig 7. Efecto de diferentes concentraclones de TIBA en la
altura {Cm) de dos cultivares de Musa, durante 6 meses de

almacenamiento a 16 ®°C, comparado con el testigo absoluto
{30 g/l de sacarosa a 27°C) a8 3 meses (TA)
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Fig. 8. Efecto dedlferentes concentraciones de TIBA en la
altura {Cm) de dos cultivares de Musa, al final de 6 meses
de almacenamlento a 156%C, comparado con el testigo absoluto
(30 g/i de sacarosa a 27*C} a 3 mesas (TA)
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4.1.2. Numero de hojas

El Cuadro 4. presenta el numerac promedio de hojas
desarrolladas en presencia de sacarosa a través de & lecturas
mensuales. Las pruebas de Chi cuadrado registraron significancia
para tratamientos, cultivar y la interacciér tratamientoXcultivar
durante & meses de lectura (Anexo 4.). La tendencia de la formacion
de hojas fue similar a la altura, siendo ascendente de 5 a 20 g/l
de sacarosa y tuvo su minimo en el 30 g/l . El descenso fue mas
brusco en “Currare’ gue ‘gran Enano’. En todos los tratamientos el
testigo absoluto _ presentd el mayor numero de hojas

desarrolladas.(Fig.%.y 10.).

El Cuadro 3. presenta los promedios para la produccidn de
hojas de ‘Currare’ y ‘Gran Enano’ en presencia de 0.2M de manitol.
La formacion de hojas fue ascendente de 3 a 10 g/l sacarosa + 0.2M
de manitol. En ambos cultivares el tratamiento gque presentd menor
formacion de hojas fue 30 g/l de sacarosa + 0.2M manitol (Fig. 11 ¥

12.).

Las pruebas de Chi cuadrado {(Anexo 5.),demostraron que hubo
significancia estadistica entre +tratamientos y cultivares. La
interaccion CultivarxXtratamiento no fue significativa en los 3
ultimos meses, indicando que la formaciém de hojas en laos ultimes 3

meses fue minima (Cuadro 5.}.
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El cuadro 4. muestra los promedios de formacidm de hojas en
diferentes concentraciones de TIBA. La produccidn de hejas
descendio a medida que las concentraciones de TIBA aumentaron.
Tratamientos de 20 y 40 mg/l inhibieron la formacidn de hojas
durante las &6 lecturas. Mientras el testigo absoluto a 3 meses de
almacenamiento presento la mayor tasa de formacion de hojas (Fig.1l3

y 14.).
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Cuadro 4. Numero promedio de hojas producidas a diferentes
concentraciones de sacarosa en dos cultivares de Musa
durante 6 meses de almacemamiento a 15°C, comparado con
el testigo absoluto 30 g/l de sacarosa a 27 °C (TA)

Cultivar Tratamientos (Sac. g/l1)
Tiempo
{meses) . 5 10 15 20 30 ThA*
'Currare’
1 1.65 1.65 1.65 2.10 0.60 3.65
2 2.10 1.95 2.23 2.45 1.00 4.80
3 2.25 2.15 2.55 2.85 1.20 4.95
4 2.70 2.85 3.00 3I.25 1.44
5 3.00 3.00 3.30 3.40 1.45
é 3.00 3.00 3.35 3.40 1.55
‘Gran  Enano’
1 1.20 1.37 1.45 1.35% 1.60 3.00
2 1.70 1.74 1.80 1.75 1.85% 4.&0
3 2.13 2.32 2.40 2.30 2.21 4,70
4 2.70 3.11 2.85 2.75 2.74
5 2.93 3.47 3.20 3,10 2.74
& 3.253 3.47 3.25 3I.20 2.74

* El TA, solamente fue medido en los primeros 3 meses, porgue el
recipiente que lo contenia ho permitio realizar mas mediciones vy
tuvo que ser transferido a otro medio de cultivo
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Niveles de sacarosa (g/1)
Fig. 8. Efecto de diferentes concentracionss de sacarosa en
la formacién de hojas de dos cultivares de Musa, durante 6

meses de almacenamiento a 15°C, comparado con el testigo
absoluto {30 g/l de sacarosa a 27°C) a 3 messes (TA)

Nimero de hojas

B Currare’ 0 'Gran Enano’

5 10 16 20 s0 TA
Niveles de sacarosa {g/I}

Fig. 10 Efscto de dliferentes concentraciones de sacarosa on
ta formacién de hojas de dos culticares de Musa, al final de
6 meses de almacenamlento a 162G, comparado con el testigo
absoluto (30 g/l de sacarosa a 27%C) a 3 meses {TA)
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Cuadro 5. Numero promedio de hojas producidas a una concentracién

de 0.2M de manitol en diferentes concemtraciones de
sacarasa &n dos cultivares de Musa, durante & meses

almacenamiento a 15°C, comparado con el testigo absoluto

309/1 de sacarocsa a 27 °"C (T&)

de

Tratamiento{g/1l sac.+ 0.2M manitol)

Tiempo
(meses) S 10 15 20 30 T30* Ta*
‘Currare’
1 0.40 0.55 0.25 0.16 0.15 1.45 3I.65
2 0.30 1.085 0.60 0.38 0.25 1.50 4.80
3 0.30 1.30 0.60 0.68 0.35 1.90 4.95
4 0.70 1.30 0.80 0.74 0.40 1,90
5 0.85 1.50 0.85 0.84 0.55 1.9
b 0.85 1.55 0.83 0.89 0.55 2.05
‘Gran enano
1 0.30 0.37 0.25 0.15% 0.15 0.75 3.00
2 0.35 0.44 0.50 0.3% 0.30 1.10 4.0
3 0.35 0.63 0.60 0.45 0.35 1.35 4.70
4 0.55 0.63 0.65 0.45 0.35% 1.35
3 0.93 0.68B 0.65 0.45 0.35 1.50
& 0.35 0.68B 0.65 .45 0.35 1.70

50

* El1 TA, solamente fue medido en los primeros 3 meses, porgue el
recipiente que lo contenia no permitio realizar mds mediciones y

tuvo que ser transferido a otro medio de cultive

* T30= Tratamiento 30 g /] de sacarosa sin manitol
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Namero de hojes

'Currare' 'Gran Enang’

5 16 15 20 30 T30 TA 6 10 15 20 30 T30 TA
Nivelez de sacarosa + 0.2M de manitol

Flg. 11. Efecto del manitol a 0.2M en la formacién de hojas
de dos cultivares de Musa, durante 8 meses de almacenamianto

a 162G, comparado con 30 é}/l de sacarosa sin manitol {(T30) v

ol tes’ugo absoluio (30 g/i

e sacarosa s 27%C) evaluado

durante 3 meses (TA)

Fig. 12.

6 Namero de hojss

MR currary ‘Gran Boanc'

Niveles de sacarosa + 0.2M manitol

Efecto del manitol a 0.2M en la formaclién de hojas

de dos cultivares de Musa al final do 8 meses de
almacenamiento a 16°C, comparado con 30 g/l de sacarosa sin
manitol (T30) y con el testigo absoluto (30 g/l de sacarosa

a8 27*C) a 3 meses {TA)
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Cuadro &6. Numero promedio de hojas producidas a diferentes
concentraciones de TIBA en dos cultivares de Musa,
durante & meses de almacenamiento a 15 °C, comparado con
el testigo absoluto 30g/1 de sacarosa a 27 °C (TA)

Cultivar Tratamientos (mg/1 TIBA
Tiempo
{meses) . 00 3 10 20 49 TH*
‘Currare’
1 0.90 0.73 0.35 0.20 0.00 3.4&5
2 1.10 ©0.90 0.45 0.40 0,05 4.80
3 1.20 1.10 0.30 0.355 0.0% 4.95
4 1.45 1.35 0.50 0.55 0©.05
5 1.65 1.8B3 0.75 0.75 0.15
& 1.90 2.25 0.80 0.80 0.15
‘Gran  Enang’
1 C.65 0.40 0.453 Q.20 0.10 3.00
2 0.953 0.5 0.70 0.20 0.15 4.40
3 1.20 0.45 0.90 0.35 0.20 4.70
4 1.23 0.735 1.0%5 0.40 0.20
5 1.40 0.93 1.25 0.40 0.25
6 1.55 1.35 1.40 0.45 0.30

* El TA, solamente fue medido en los primeros 3 meses, pargue el
recipiente que lo contenia no permitio realizar mas mediciones y
tuvo gue ser transferido a otro medio de cultivo
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Namero de hojas

Currare’ '‘Gran Enano’
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Flg. 13. Efecto de diferenies concentraclones de TIBA en la
formacion de hojas en dos cultivares de Musa durante 6 meses
de almacenamiento a 16°C, comparado con el testigo absoluto
(80 g/I de sacarosa a 27°C) a 3 meses {TA)

eNﬁmoro de hojas

B Currare’ [ 'Gran Enano’

|

o 8 10 0 40 TA
Niveles de TIBA {(mg/I)

Fig. 14 Efecto de diferentes concentraciones de TIBA en la
formacion de hojas de dos cultivares de Musa, al final de 8
meses de almacenamiento a 16%C, comparado con el testigo
absoluto (30 g/i de sacarosa a 279C) a 3 meses (TA)




54

4.1.3 Numero de raices

La produccidon de raices en los diferentes niveles de sacarosa
presento una tendencia ascendente de 5 a 10 g/1. El tratamiento 30
g/1 tuvo la menar tasa de formacion de raices {Fig. 15. vy 16.}. Las
pruebas de Chi cuadrado (Anexo 4.) detectaron que existen
diferencias significativas entre los tratamientos y cultivares
durante los & meses de almacenamiento. Pero 1la interaccion
cultivarktratamiento no fue significativa en los 4 ultimos meses,

indicando que hubo poca formaciodn de raices ( Cuadro 7.).

El Cuadro B. muestra la formacién de raices debido al efecto
de manitol. En ambos cultivares la respuesta fue variable no
presento una tendencia definida. Los tratamientos 5 y 30 g/l de
sacarosa + 0.2M manitol fueron los que mas disminuveron la tasa de
formacidn de raices. El testigo absoluto presentd la mayaor

produccion de raices (Fig. 17. v 18.,}).

Las pruebas de Chi cuadrado demuestran que existen diferencias
entre los tratamientos; pero no entre cultivares, va que solo en la

primera lectura fue significativa (Anexo 5.)

El cuadro 9 presenta el numero promedio de raices producidas a
diferentes concentraciones de TIBA. La formacion de raices
disminuyd a medida gque se aumentaron las concentraciones de Acido
triiodobenzoico. Niveles de TIBA superiores a 10 mg/l inhibieron
drasticamente el desarrollo de las raices, principalmente en 'Gran

Enano’ que 'Currare’ { Fig.1? vy 20).



Cuadro 7. Numero promedio de raices producidas a diferentes

concentraciones de sacarosa en dos cultivares de Musa,
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durante & meses de almacenamiento a 15°C, comparado co el
testigo absoluto 30 g/1 de sacarosa a 27 °C (TA)

Eultivar Tratamientos (Sac. g/1)
Tiempo
(meses) . 5 10 15 20 30 TA*
"Currare’
1 0.95 0©0.80 0.80 1.00 0.10 4.15
2 1.29 1.40 1,35 1,20 0.30 NC*
3 1.3¢ 1.80 1.60 1.23 0.50 NC
4 1.45 2.30 1.90 1.463 0.460
3 1.60 2.40 2.15 1.93 0.&5
& 1.70 2.40 2.20 2.00 0.65
"Gran  Enano’
1 0.90 1.84 0.80 1.50 0.%90 4,20
2 1.20 2.58 1.70 2.30 1.85 NC
3 2.30 3.47 2.40 2.0 2.00 NC
4 2.30 3.68B 2.40 2.60 2.11
a 2.35 3.468 2.45 2.0 2.11
& 2,50 3.84 2.45 2.60 2.11

*TA= El1 testigo absoluto s6lo se midid en

*NC=Las raices no se podian contabilizar
el enrollamiento de las mismas.

el primer més

por el alto numero

H4

por
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Fig. 156. Efecto de diferentes concentraciones de sacarosa en
la formacion de ralces de dos cultivares de Musa, durante 6
meses de almacenamlento a 156%C, comparado con el testigo
absoluto (30 g/t de sacarosa a 27%C) a 1 mes (TA)

v Namero de ralces

M currere 9 Grun Eneno

5 10 15 20 30 TA
Niveles de sacarosa (g/1)

Fig 16. Efecto de diferentes concentraciones de sacarosa en
la formacidn de raices de dos cultivares de Musa, al final
de 6 meses de almacenamiento a 16°C comparado con el testigo
absoluto (30 g/l de sacarosa a 27%C) a 1 mes (TA)
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Cuadro B. Numero promedio de raices producidas

0.2M de manitol en diferentes concentracicones de
sacarosa, en dos cultivares de Musa, durante & meses de

almacenamiento a 15°C,

30 g/1 de sacarosa a 27°C (TA)

en presencia de

comparado con el testigo absoluto

Tratamientos(g/! sac.+0.2M manitol)

Tiempo Cultivar
(meses) S 10 15 20 30 TSO‘ TA*
"Currare’
1 0.30 0.20 0.55 0.32 0.55% 1.00 4.15
2 0.53 0.35 0.95 0.463 0.65 1.20 NC*
3 0.BO0 0.50 0.95 1.16 1.00 1.60 NC
4 0.80 0.50 0.95 1.21 1.30 1.60
S 0.80 0.50 0.93 1.42 1.30 1.4&0
& 0.80 0.60 1.10 1.54 1.30 1.60
"Gran Enano’
1 0.35 0.95 0.50 1.05 0.50 1.25 4.20
2 0.65 1.06 0.50 1.05 0.45 1.45 NC
3 0.63 1.16 0.55 1.05 0.65 1.75 NC
4 0.85 1.37 0.60 1.05 0.65 1.75
] 0.85 1.47 0.60 1.05 0.70 1.90
& 0.85 1.47 0.65 1.05 0.70 2.20

*TA= El testigo absoluto sdlo se midid en el primer meés

o7

*NC=Las raices no se podian contabilizar por el alto numero y por

el enrollamiento de las mismas.

® T30= Tratamiento 30 g /1 de sacarosa sin manitol
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Numeros de rafces

'Currare’ ‘Gran Enano’

Pl oo tomoth T b th it dorets
Niveles de sacarosa + 0.2M de manitol
Flg.17. Efecto del manitol a 0.2M en ia formacion de ralces
en dos cultivares de Muga durante 6 meses de almacenamiento
a 16°C, comparado con 30 g/l de sacarosa sin manitol (T30)
y con el testigo absoluto {30 g/| de sacarosa a 27°C) a
1 mes (TA)

. Numero de raices

M currare B Cran Eneno’

5 10 156 20 30 T30 TA
Niveles de sacarosa + 0.2M manitol

Fig. 18. Efecto del manlitol a 0.2M en la formacion de ralces
de dos cuitivares de Musa, al final do 6 meses de
almacenamiento a 16°C, comparado con 30 g/l de sacarosa
{T30} y con el testigo absoluto {30 g/i de sacarosa a 27°C)
a 1 mas (TA)
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Cuadro 2. Numero promedio de raices producidas en presencia de
diferentes concentraciones de TIBA, en dos cultivares de
Musa durante & meses de almacenamiento a 15°C, comparado
con el testigo absoluto 30g9/1 de sacarwusa a 27°C (TA)

Cultivar Tratamientos (mg/1 TIBA)
Tiempo
(meses) . 0 5 10 20 40  TA*
‘Currare’
1 0.90 0.30 0.00 0.10 0.00 4,15
2 1.35 0.55 0.03 0.30 0.00 RNC*
3 1.40 0.90 0.05% 0,30 0.00 NC
4 1.39 1.30 0.0% 0.30 0.00
3 1.70 1.35 0.25% 0.30 0.10
& 1.8% 1.45 0.25 0.30 0.10
‘Gram  Enano’
1 0.60 0.00 0,10 .00 0.00 4 .20
2 0.70 0.15 0.15 0,03 0.00 NC
3 0.90 0.25 0,195 ©0.05 0.00 NE
4 .90 0.25 0.13 0.0% 0.00
5 1.00 ©.30 0.20 0,05 0.00
6 1.05 0.3% 0.20 0.05 0.00

*TA= El1 testigo absocluto sdlo se midid en el primer més

* NC=lLas raices no se podian contabilizar por el alto numero Y por
2l enrollamiento de las mismas.
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Flg. 18. Efecto de diferentes concentraclones de TIBA an la
formacion de ralces en dos cultivares de Musa durante 8
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Fig. 20. Efecto de diferentes concentraciones de TIBA en la
formacion de raices de dos cultlvares de Musa, al final de 8
meses de almacenamiento a 16%C, comparado con el testigo
absoluto {30 g/i de sacarosa a 272C) a 1 mes (TA)
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4.1.4 Coloracidn de las plantas

4.1.4.1. Efecto niveles de sacarosa

La coleoracion y aspecto general de las plantas en los
diferentes niveles de sacarosa fue normal, predominando la
coloracion verde. Los uUnicos tratamientos donde se presentaron
plantas clordéticas fueron 5 y 30 g/l de sacarosa. Sin-embargo, el
cultivar ‘Gran Enano’ presentd mayores porcentajes de plantas
clordticas. Por otra parte, no se presentaron plantas necrdéticas

(Fig.21A.; Anexo &6.).

4.1.4.2. Efecto de manitol( 0.2M)

La presencia de manitol en los mismos niveles de sacarosa
aumento la presencia de plantas clordticas y necrédticas. A medida
que las concentraciones de sacarosa aumentaron tambien se
incrementd el porcentaje de plantas cloréaticas y necroticas. En los
tratamientos 20 y 30 g/l de sacarosa + 0.2M de manitol, el
porcentaje de plantas clordticas y necrdticas fue superior a las
verdes. For otra parte, los porcentajes de plantas con coloraciones
anormales fueron superiores en 'Gran Enano’ que ‘Currare’. En ambos
cultivares el testige 30 g/l sacarosa OOM manitol no presentd

plantas anormales (Fig.Z1B.; Anexo 7.).
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4.1.4.3 Efecto de niveles de acido triiodobenzoico

Concentraciones superiores a 10 mg/l de TIBA fueron
completamente perjudiciales para el desarrollo normal de las
plantas, ern ambos cultivares. En el tratamientoc de 40 mg/1l el 90%
de las plantas presentaron coloraciones anormales. Con un
Predominio de plantas necroticas. Al igual que en los dos ensayos
anteriores ( sacargsa y manitol) el cultivar "Currare presentd

mayor tolerancia a la acciéin del inhibidor (Fig.21C.; Anexo 8.).
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Fig. 21. porcentajes para la coloracién de las plantas
debido al efecto de la sacarosa(A), manitol(B)
y del TIBA(C), en dos cultivares de Musa sl final
de 6 meses de almacenamiento a 15%C
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4.1.5 Relacidn entre peso fresco y peso seco de las plantas en los

diferentes ensayus de conservacitn

4.1.5.1 Relacidn entre el peso fresco y peso seco para el

Bnsayo con Sacarasa

La relacidn entre el peso fresco y el peso sRCo, expresado
como la acumulacién de materia seca( porcentaje de peso seco), fue
ascendente en la medida que se aumentaron las concentraciones de
sacarosa en el medio de conservacidn. £1 tratamiento con menor
acumulacicon de peso seco fue el 5 g/l de sacarosa y el mavor fue
el de 30 g/l de sacarosa en ambos cultivares (Cuadro 10,3 Fig.
22A.). Es importante sefalar que el crecimiento en la altura de la
planta no corespondid a los mayores porcentajes de peso seco de las
plantas. Esto puede explicarse, si se considera que las plantas gue
presentaron mayor altura experimentaron una mayor elongacidn de sus
células, debido a la cantidad de agua que acumularon Yy no a la

cantidad de materia seca.

4.1.5.2. Relacion entre el peso fresco y peso seco para el
ensaya con Manitol a 0.2M a diferentes concentraciones

de sacarosa

El comportamiento de @1 porcentaje de peso seco también fue
ascendente a medida que se aumentaron las concentraciones de
sacarosa. Los tratamientos con menor acumulacion de materia seca

fueron 10 y 5 g/l de sacarosa+0.2M. y el de mayor acumulacicon fue
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20 g/1 de sacarosa en ‘Currare’ y en 'Gran Enano’ los tratamientos
3 g9/1 sacarosa +0.2M y 30 g/l sacarogsa +0.0M de manitol presentaron

los menores porcentajes de pesos seco (Cuadro 10.3 Fig.228.).

4.1.5.3. Relacion entre el peso fresco Y peso seco para el

ensayc con diferentes niveles de (TIBA)

El porcentaje de peso seco en las diferentes concentraciones de
TIBA, no tuvieron una tendencia definida, como en los ensayos de
sacarosa y manitol. Los tratamientos con menor acumulacidn  de
materia seca fueron 40 mg/l de TIBA en ‘'Currare’ y 5 mg/l de TIBA
en ‘Gran Enano’' (Cuadro 10.; Fig.22C.). Todos los tratamientos
contenian 30 g/l de sacarosa, quiza éste hecho explique por gque no

58 presentd una tendencia en la acumulacion de materia secas.



Cuadro 10. Pesos frescos, pesos secos{g) y relacidn entre el peso
fresco y peso seco (%UPS), de las plantas en presencia
de sacarosa, manitol y TIBA, en dos cultivares de Musa,
al final de 6 meses de almacenamiento a 15 °C

‘Currare’ ‘Gran Enano’
Trat. PF PS “PS PF PS “Ps
Sacarosa
5 g/l 0.289 .09 6.57 0.612 0.033 5.39
10 g/1 0.380 0.025 &.58 0.774 0.047 &.07
15 g/1 0.3794 0.028 7.11 0.807 0.051 6.32
20 g/1 0.504 0.03%9 7.74 ¢.B85 0.066 7.4646
30 g/1 0.289 0,030 10.38 0.595 0.053 B.71
Manital 0.2M
3 g/l+0.2M 0.180 ©.015 8.33 0.2058 0.019 7.27
10 g/1+0.2M 0.318 0©.025% 7 .88 0.24&3 0.031 11.79
19 g/1+0.2M 0.1846 0.022 11.82 0.178 0.020 11.23
20 g/1+0.2M 0.176 0,024 13.64 0.152 0.018 11.84
30 g/l+0.2M ©.140 0,019 13.57 0.159 0.019 11.93
30 g/ 1+ mm——m 0.433 ©.047 10.85 0.545 0.050 ?.17
TI8A
00 mg/1l 0.42% 0.039 .17 0.500 0.043 8.60
5 mg/l 0.245 0.024 .79 C.220 0.01%9 8.64
10 mg/1 0.24] 0.024 .96 0.151 0.017 11.26
20 mg/1 0.152 0.014 ?.21 0.106 0.011 10.37

40 mg/1l 0.104 0.008B 7.469 0.077 0.007 F.1
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4.1.6 pruebas de sobrevivencia

4.1.6.1 Pruebas de sobrevivencia debido al efecto de sacarosa

Los porcentaies de sobrevivencia para el ensayo con sacarosa
fueron de 100%4 en todos los tratamientos en ambos cultivares,
(Cuadro 11.; Fig.23A.). Durante los 30 dias de sobrevivencia la
tasa de crecimiento de las plantas aumentd notablemente. La
produccion de hojas y raices fue rapida y el aspecto fisico de las
plantas fue satisfactorio. Aunque las plantas con niveles 30 g/l de
sacarogsa fueron menos vigorosas que las de los otros tratamientos

en ambos cultivares.

4.1.46.2 Pruebas de sobrevivencia dedido al efecto de manitol

Los porcentajes de sobrevivencia para el efecto del manitol.
fueron superiores en todos los tratamientos en el cultivar
‘currare’ (AAB) que ‘Gran Enano’ (AAA), excepto el testigo. Par otro
lado, el porcentaje de sobrevivencia disminuyd a medida que los
niveles de sacarosa aumentaron. Los tratamientos com 5 y 10 g/1
sacarosa +0.2M fueron los que presentaron mayores porcentajes de

sobrevivencia (Cuadro 11.; Figura.23B.).

L produccidn de hojas y raices no fue tan rapida como en las
pruebas de sobrevivencia de sacarosa. 8in embargo, &1 aspecto
general de las plantas fue satisfactorio, aungue no tuvieron el

vigor ni tasas de crecimiento elevadas.
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4.1.6.3 Pruebas de sobrevivencia debido al efecto de TIBA

La sobrevivencia fue superior en ‘Currare’ (QAB) gue en ‘Gran
Enano’. Los tratamientos con 0 v 5 mg/l de TiBA, fueron los que
presentaron mayores porcentajes de sobrevivencia. Por otro lado, la
sobrevivencia se redujo notablemente a partir de 20 mg/l1 de TIBA.
En el caso del tratamiento 40mg/l de TIBA, en ambos cqltivaras el
porcentaje de sobrevivencia fue ipferior al 50 %. Teniendo un

efecto mas nocivo en "Gran Enanc’ (Cuadro 11. Fig.23C.).

durante la fase de sobrevivencia la produccidn de hojas ¥
raices fue mas escasa que en las pruebas de sacarosa y manitol. Sin
embargo las plantas que lograron sobrevivir presentaron un aspecto

normal . Aunque menos vigorosa que las de sacarosa y manitol.

4.1.7. Comparacion del incremento experimentado en las variables

evaluadas después de & meses de almacenamiento a 15°C

El cuadro 12 resume el incremente en altura, nimero de hojas,
numero de raices, porcentaje de peso seco vy la sobrevivencia del
material almacenado en sacarosa, manitol y TIBA. Para el usao de
sacarosa el mejor tratamiento fue el 30 g/1 a 15°C, debido a que
tuvo el menor incremento en altura y el menor nuamero de hojas y
raices desarrolladas y un porcentaje se sobrevivencia de 100%

(Cuadro 12.)
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Para el ensayo con manitol a C.2M, el mejor tratamiento lo
constituyd 8 g/1 sacarosa +0.72M a 15°C, debido a que a
concentraciones mayores de 10 g/l sacarosa +0.2M a 15°%, los
porcentajes de sobrevivencia fueron muy bajos, especialmente en el

cultivar ‘Gran Enano’ (Cuadro 12.). Es importante observar que

Para el ensayo de diferentes concentraciones de TIBA, 2l mejor
tratamiento lo constituyd 5 mg/l de TIBA a 15*C, debido a que a
concentraciones superiores a 10 mg/l1 de TiBA, los porcentajies de
sobrevivencia son bajos, especialmente en el cultivar ‘Gran Enanc’

(Cuadro 12).

Es destacable el hecho, que con cualquier sustancia utilizada
en el medio de conservacidn (sacarosa, manitol y TIBA), loas
incrementos en altura, numero de hojas y numero de raices son bajos
en todos los tratamientos; lo cual podria sugerir, gque son
efectivos para conservar germplasma. Sin embargo, los porcentajes
de recuperacion fueron bajos en la mayoria de los tratamientos con

manitol v TIBA.



Cuadro 1l1. Pruebas de sobrevivencia para el efecto de sacarosa
manitol y acido triicdobenzdico en dos cultivares
de Musa, durante 1 mes a 27 °C, después de & meses de
almacenamiento.

parcentaje de sobrevivencia

Tratamientos ‘Currare”’ "Bran Enang’

Ensayo sacarosa

5 g/l 100 100
10 g/l 100 100
15 g/1 100 100
20 g/1 100 100
30 g/1 100 100

Ensayo manitol

5 g/l + 0.2M manitol 100 80
10 g/1 + 0.2M manitol 100 b&
13 g/1 + 0.2M manitol BO bé
20 g/1 + 0.2M manitaol 74 54
30 g/l + 0.ZM manitol &b 54
30 g/1 + 0O.0M manitol 100 160

Ensayo TIBEA

00 mg/1 100 100
S mg/ 1 100 80
io mg/1l 87 73
20 mg/1 - b7 &0

40 mg/1 47 27
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Flg. 23. Porcentajes de sobrevivencia debldo al efecto de
sacarosa(A), manitol{B) y TIBA(C), en dos
cultivares de Muysaa, al final de 6 meses de

almacenamiento a 15%C.
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Cuadro.12. Incremento de altura, numeroc de hojas, numero de raices
relacion peso seco peso fresco y porcentaje de
sobrevivencia debido al efecto de sacarosa, manitol y
TiBA, en dos cultivares de Musa, al final de & meses de
almacenamiento a 15°C

Altura (Em) # hojas # raices %4 P8 “Lsobrevivencia
Sacarosa
Cu G.E. Cu G.E. Cu. G.E. Cu. G.E. Cu G.E
5 0.96 1.11 3.00 3.25 1.70 2.50 &.57 5.3% 100 100
10 .67 1.21% 3.00 3.47 2.40 3.84 6.58 &.07 100 100
15 G.67 1.20 3.35 3.25 2.20 2,45 7.11 &,32 100 100
20 0.99 1.33 3.40 3.20 2.00 2.60 7.74 7.45 100 100
30 0.34 0.97 1.5 2.74 0.65 2.11 10.38 8.91 100 100

TAa* 3.1%2 4.02 4.95 4.70 6.46 4.37

Manitol ©.2M

o 0.55 0.44 .85 0.55 .80 0.85 8.33 G.27 100 890
10 0.78 0.49 1.35 0.46B 0.60 1.47 7 .84 11.79 100 &6
15 0.46 0.3%9 0.B5 0.65 1.10 0.65 11.82 11,23 8O &b
20 .45 0.26 c.B89 0.45 1.534 1.05 13.64 11.84 74 o4
30 0.25 0.18 0.355 0.3%5 1.30 0.70 13.97 11.95 &é 94

0.0M Q.97 1.32 2.03 1.70 1.60 2.20 10.85 ?.17 100 100

TI1EBA

0 1.12 0.%0 1.90 1.535 1.83 1.05 ?.17 8.60 100 1090
5 0.86 0.50 Z2.23 1.35 1.45 0.35 .79 8.44 100 80
10 0.43 0.31 0.80 1.40 .25 Q.20 .96 11.26 87 73
20 0.29 0.13 0.80 0.45 0.30 0.05 .21 10.37 &7 60
40 0.08 0.07 0.153 0.30 0.10 0.00 7.469 .10 47 27

TA* 3.19 4,02 4.95 4.70 b.46 4.37

TA* 2] testigo abscluto (30 g/1 de sacarosa a 27°C), la altura y el
numero de hojas se midio hasta el 3 mes y el numero de raices hasta el
i mes. ( Cu='Currare’; G.E.='Gran Enanao’)
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4.2 Estudio de variantes a nivel in vitro e invernadero

4.2.1. Estudios histoldagicos

lLa Fig. 24. muestra las secciones transversales de la lamina
foliar de los variantes y el testigo en dos estédos de crecimiento
( in vitro e invernadero}, la anatomia de la lamina foliar, es la
tipica de una hoja de monocotileddnea. La estructura y organizacidn
interna de los tejidos, tanto en los variantes como ern el testigo
fueron muy similares. No se registraron diferencias en el numero de
capas de ceélulas por tejido, ni en la localizacién y organizacion
de los mismos. De manera general internamente la lamina foliar esta
formada por una epidermis e hipodermis en ambas superficies,
parenguima empalizada adaxial, parsnguima esponjoso, haces

vasculares y células laticifera asociadas al floema.

La epidermis adaxial y abaxial estan conformadas por una capa
de celulas peqguefas y alargadas bastante uniformes. Es un tejido
glabro,con paredes anticlinales no sinuosas. En ambas epidermis
los estomas se organizan en hilera, siendo méas numerosos en el
enves, Ademds 4] observan grandes Camaras subestomaticas,
principalmente en el envés. La hipodermis (debajo de la epidermis
en ambas superficies), esta formada por una capa de células grandes
sin color. La forma de las células es variable en ambas

superficies.

El mesofilo {(parénquima fotosintético) Fforma una empalizada
adaxial compuesta de una capa de células tubulares, que rcontinen

numerosos cloroplastos. El mesofilo abaxial esta reemplazado por
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canales de aire. El parénquima esponjoso,localizado por debajo del
empalizada, estd formado por celulas redondeadas que contienen

pocos cloroplastos.

En el haz vascular, el xilema estd formado por elementos
traqueales y se localiza adaxialmente y el floema esta formado por
elementos Ccribosos ¥y s@ localiza abaxialmente. Hay cealulas

laticiferas asociados al floema que contienen mucilago oscuro.

La figura 23. presenta las secciones transversales de la vaina
foliar de los variantes y testigo en dos estados de crecimiento (
in yitro e invernaderc). Al igual que en la lamina foliar la
estructura interna de la vaina foliar fue muy similar en los
variantes y el testigo. A continuacién se describem los tejidos que

la conforman.

La epidermis de la vaina foliar es glabra en ambas superficies
y esta compuesta de una capa de celulas. No se logra diferenciar en
ambas superficies la hipodermis. Muy cercana a la epidermis
localizada hacia el interior de la vaina, que corresponde a una

epidermis adaxial, se observan haces de fibras libriformes.

Adyacente a la epidermis se localizan células parenquimatosas
con grantlos de almidon. Estas células difieren en forma y tamafo
entre Si. t.a vaina tiene grandes espacins airiferos gue
generalmente se logcalizan en el centro. El xilema se encuentra
lovalizado hacia el interior y el floema al exterior. Asociado al

floema hay células laticiferas con alto contenido mucilaginoso.
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TESTIGO

Fig. 24. Secciones transversales de lamina foliar de Afuss en plantas
testigo, enano, vy gigante en dos estados de crecimiento ( 47 vitro e
invernadero), observadas a 10X
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Fig 25. Secciones transversales de vaina foliar de &uss en plantas

testigo, enano y gigante en dos estados de crecimiento (iz wizro o
invernadero), observadas a 4X.
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4.2.2. Recuento de estomas en variantes in vitro e invernadero

Cuadro.13 Comparacién del numero promedio de estomas en plantas
variantes de platanoc ‘Currare’ en dos estados de
crecimiento (in vitro e invernadero)

Estado de

In vitro

crecimiento de las plantas

Invernadero

Variante Haz Enves Haz tnves
{Estomas/mm?2 ) (Estomas/mm? )

Enano 18.76 #1.06 36.32 *4.52 16.92 *1.47 &8.48 5,02
Testigo 15.74 x1.88 &4.25 24,26 13.88 x2.76&6 64,23 x7.11
Gigante 16.17 x2.51 57.81 #5.41 13.67 +1.53 60.87 24,45

El analisis estadistico para el recuento de estomas en.
variantes in wvitro {Anexo 9.). El recusnto en el haz no fue
significativo ( P=0.1394) para el andlisis del recuento en el envés

(P= 0.1205), indicando que tampoco existen diferencias en el numerao

de estomas entre los variantes. Por otro lado, la cantidad de

estomas siempre fue superior en el envés que en le haz (Cuadro 13.)

El andlisis de varianza (Anexo 10.),para el recuento de

estomas en invernadero para el haz no fue significativo (P=0.1138)

indicando que no existen diferencias significativas en el numero de

estomas . Para el envés (P=0.2818), indicando que tampoco existen

diferencias entre los variantes. Al igual que en la fase in vitro

la cantidad de estomas fue superior en el envés que en el haz

(Cuadro 13.).
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Cuadro. 14. Comparacion de el ancho y largo (pm) de los sstomas
entre jos variantes, en dos estados de crecimiento

Estado de crecimiento de las plantas

In vitro Invernadero
Variante Haz Envés Haz Envés
Largo ancho largeo ancho largoc ancho largo ancho
Enano $2.66 23.28 32,61 23.35 34.06 22.94 32.77 22.35
Testigo 33.62 23.76 3I2.60 22.94 34.08 23.40 33.19 22.59
Gigante 32.91 23.16 32.89 22.78 34.94 22,78 35.62 23.00

Los analisis de varianza (Anexos 11l. y 12.) no registraron
diferencias significativas para el ancho y largo de los estomas,

tanto el haz v en el envés en condiciones in  vitro. Para

condiciones de crecimiento en inverndero tampoco se detectaron

diferencias estadisticas (Anexos 13. y 14.)

La figura 246. presenta las vistas paradermales de secciones de
lamina foliar gque ilustran los estomas en los dos variantes y &l
testigo en dos estados de crecimiento( in vitro e invernadero). Se
puede observar que la cantidad de estomas es similar en las
variantes y el testigo. En cuanto a el largo y ancho de los estomas
son bastante similares tanto in vitro como en invernadero (Cuadro
14.). Sin embargo en la fase in vitro las ceélulas epidermicas vy la

hipodermis son mas grandes que en las plantas de invernadero (

Fig.26.).
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Por otro lado, la presencia de ceras fue mayor en plantas
provenientes de invernadero que en las plantas in vitro. Este hecho
permite observar con menos claridad los estomas en la fase de

invernadero.

En cuantoc a la forma de las células subsidiarias de los
estomas, éstas fueron muy variable en tamafo y forma dentro Yy entre
los variantes y el testigo. Generalmente, los estomas tienen cuatro

células subsidiarias que lo rodean.
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TESTIGO

Fig. 26. Vistas paradermales de secciones transversales de lamina foliar
de Muss, que ilustran los estomas de plantas testigo, enano ¥
gigante a nivel 4z wriro ¥ de invernadero, observadas a 10X,



82

4.2.3 Anidlisis del cariotipo de variantes en invernadero

Cuadro 13. Anadlisis de cariotipo de variantes de ‘Currare’
comparadas con el testigo en plantas en invernadero

¥plantas #celulas células con %“Z células promedio.

{(muestra) observadas 32 33 34 aneuploides #cromomosomas
Enano 10 14 3 13 Q 18.75 32.81
Testigo 10 14 O 13 1 7.14 33.07
Gigante 10 21 3 17 1 12.0 32.90

En general no hay diferencias en el numero de cromosomas entre
el variante enano=32.81; Testigo=32.07; gigante=32.90. Sin embargo
el Cuadro 15. muestra que existieron cambios en el cariotipo, que
oscilo entre 32-34. Existiendo mayor porcentaje de células

aneuploides en los variantes que en el testigo
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4.2.4 Determinacion de la tasa de multiplicacidn

Cuadro 1é&. Prueba de Duncan para comparar las medias de la
tasa de multiplicacidén entre variantes

Variante media grupo Duncan
Testigo 2.684 A
Gigante 1.83 A
Enano 1.55 A

El analisis estadistico par la tasa de multiplicacidn (Anexa
15.) no detectd diferencias significativas (P=0.1576), 1lo que
sugiere que la capacidad de brotacidn no es estadisticamente

diferente entre los variantes comparados con el testigo.
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4.2.9 Estudio de algunas caracteristicas morfoldagicas en
variantes a nivel de invernadero
El analisis de wvarianza para la altura (Anexo 1lé.) detectd
diferencias altamente significativas (P=0.0001) entre variantes vy
lecturas mensuales. El cuadro 17. vy Fig.27. muestran que el
variante gigante scbrepasa ®n mas de 5 cm. tanto al enano y el
testigo. Las pruesbas comparativas entre variante se muestran en el

Anexo 24.

El analisis estadistico para el didmetro del seudotalio (Anexo
17.), demuestra que no hay diferencias significativas entre
variantes, ni la interaccidn varianteXlectura. La medias en cms.
fueron: testigo=1.31 ; enano=1.28B ; gigante 1.25. lo cual demuestra
mucha similitud entre los variantes. Las pruebas comparativas entre

variante se muestran sn el Anexo 24,

La longitud de la hoja presentd diferencias altamente
significativas (P=0.0001) entre los variantes; lecturas vy la
interaccion varianteXxlectura (Anexo 18.). E1 gigante sobrepaso en
mas de 3 cms. que el testigo y enanc (Cuadreo 17.; Fig. 28.). Las

pruebas comparativas entre variante se muestran en el Anexo Z4.

E1 ancho de la hoja presentd diferencias altamente
significativas (P=0.0001) entre variantes y lecturas; pero no fue
significativa la interaccion variantexlectura (Anexo 19.). E1
testigo fue el que tuveo hojas mas anchas que el enanp v el gigante
(Cuadro 17.3 Fig. 2B8.). Las pruebas comparativas entre variante se

muestran en &1 Anexo 24.



835

El indice foliar ( relacidn largo de la hoja entre el ancho ),
fue altamente significative (Anexo 20.), el gigante presento el
mayor indice con 3.62 y el menor el testigo con 2.49. Este indice

es muy utilizado para clasificidnes morfolégicas en Musa.

El analisis estadistico para el largo del peciolo registrd
diferencias altamente significativas (P=0.0001), para variante,
lecturas y para la interaccidn variantexlectura (Ane#n 21.}. El
gigante sobrepaso en mds de 1.75 Cms en la longitud del peciolo gu
el enano y testigo {(Cuadro 17.; Fig. 29.). Las pruebas comparativas

entre variante se muestran en el Anexo 24,

El numeroc de hojas reporto diferencias altamente
significativas (P=0.0001), entre los variantes por lecturas e
interaccidn varianteX¥lectura. (Anexa 22.) El enano presentd mavor
numero de hojas que el testigo y gigante. Las pruebas comparativas

entre variante se muestran en el Anexo 24.

El analisis de varianza para el angulo de insercidm la hoja
detectd diferencias altamente significativas (P=0.0001), entre
variantes, lectura y la interaccidn varianteXlectura (Anexo. 23).
Las pruebas comparativas entre variante se muestran en el Anexo 24.
La Figura 30. presenta el angulo de insersitén de la hoja por cada

variante,



Cuadro 17. Comparacién de algunas caracteristicas morfoldgicas
entre el testigo, enano y gigante a 3 meses de
crecimiento en invernadero.

Variable testigo enano gigante
media E.S . media E.S. maedia E.S.
Altura (cm) 15.83 *1.54 15.2 #0.17 21.30 *1.39
Diametro (cm) 1.31 *0.13 1.28 %0.19 1.25 #0,11
seudotallo
Largo hoja (cm) 20.46 *1.46 2001 x£2.43 23.39 +1.48
Ancho hoja (cm) 7.60 *0.70 &.49 0,29 b.46 0,55
Indice foliar 2.69 0,17 3.13 ®1.17 J3.62 *0.31
Longutud {cm) 4.19 £0.50 4.07 0,77 5.91 0,68
peciolo
# hojas 6.52 *0.91 7.20 20.86 .72 XQ.&67
Angulo de 32.92 %3.41 24.80 £3.78 20.72 *1.95

la hoja
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S. DISCUSIAON

5.1 Experimentos para la conservacion de germoplasma

El propésite de la utilizacion (sacarosa, manitol v Aacido
triiodobenzoico), fue para reducir la tasa de crecimiento de las
plantas; sin  que causaran efectos nocives en el material

almacenado; para lograr obtener porcentajes altos de sobrevivencia.

En el presente estudio el efecto causado por los niveles de
sacarosa (35,10,15,20,30 g/1), en el crecimiento en altura, numero
de hojas y formacion de raices, tuvo una tendencia ascendente de 5
a 20 g/l y presentd un minimo en 30 g/1 de sacarosa (Fig.4.:3Fig.
10.; Fig. 16.). Este efecto se explica debido a que la sacarosa no
solamente actia como fuente energetica; sino que en altas
concentracidnes aumenta @] potencial osmédtico del medio, lo que
limita la dispomnibilidad de agua y de los nutrimentos en el medio
provocando una disminicion en la tasa de crecimiento( Kimball,et

al,1973 H Swarup et al, 1991 . Resultados similares fueron

registrados por Mora et al (1988), quienes encontraron gque
concentraciones de sacarosa superiores &0 g/1 redujeron el
crecimiento de plantas de 'Gran Enana’, 'Currare’ y ‘pelipita. En

este estudio el tratamiento que redujéd mas la tasa de crecimiemto
en altura y numero de raices vy hojas fue 30 g/l de sacarosa a 15°C.
Sin embargo, también Fue el tratamiento que presentd el mayor
porcentaje de peso seco en ambos cultivares {(Fig. 22A.), é¢ste hecho
indica, que acumuld mayor cantidad de materia seca, lo cual sugiere

que aprovechoc mejor los nutrimentos del medio, que los demas
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tratamientos. Posiblemente el incremento en altura, desarrcllo de
raices y hojas, que fue mayor en los otros tratamientos {5,10,15,20
g/l de sacarosal), se debid a que acumularom mayor cantidad de agua
en los tejidos, lo cual permitio la elongacién de las celulas,
debido a la presidn de turgencia ejercida por el agua. Seria
importante conocer que resultados se obtendrian utilizando un rango
mayor de concentraciones de sacarosa en el medio de conservacion,

incluyendo un tratamiento sin sacarosa.

For otro lado, la coloracién de las plantas al finalizar los &
meses de almacenamiento fueron normales, solamente en el
tratamiento 30 g/1 de sacarosa se registraron plantas clorédticas
(Fig.21A.). For otro lado, el porcentaje de sobrevivencia de las
plantas en los tratamientos (5,10,15,20,30 g/l) en ambos cultivares
fue de un 100%Z; lo que indica que ningun nivel de sacarosa fue

nocivo para el almacenamiento del material.

El efecto del manitol a 0.2M en presencia de diferentes
niveles de sacarosa (5,10,15,20,30 g/1), sabre el crecimiento en
altura, formacion de hojas y raices, presentd una tendencia
ascendente de 5 a 10 g/l sacarosa +0.2M manitol y tuvo su minimo en
el tratamiento 30g g/l sacarosa +0.2M.(Fig. é.; Fig.12.; Fig.18.}.
Sin embargo, los porcentajes de pEsn Secs tuvieron un
comportamiento ascendente a medida gue aumentaron las
concentraciones de sacarosa; al igual gue en el ensayo donde sdlo
se utilizd sacarosa. Posiblemente, la concentracién de sacarosa en
el medio de conservacidn influya en la capacidad de acumulacién de

materia seca.
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Por otra parte, los porcentajes de sobrevivencia, para los
tratamientos com mas de 10 g/]1 de sacarosa fueron menores al BOY%.
El tratamiento qgue resultd ser el mejor fue el 5 g/l de sacarosa
+0.2M, debido a que presentd los mayores porcentajes de
sobrevivencia 1004 vy 80 % para ‘Currare” ¥ ‘Gran Enano’
respectivamente . En general el manitol a 0.2M en concentraciones
mayares a4 10 g/l de sacarosa tuvieron efectos nocivos en el
almacenamientoc in vitro de los cultivares ‘Currare’ vy "Gran
Enano’{Fig.21B. y 23B.). Resultados similares fueron encontrados
por Mora (1987). Quién trabajo con "Currare’, Gran Enano’ vy
"Pelipita’ y encontrd que el manitol en concentraciones superiores
a 60 g/1 (0.33M), en cualguier nivel de sacarosa fue detrimental

para el desarrollo de las plantas,.

El efecto osmorregulador de manitol ha sido reportado par
varios autores. Roca gt al (1991), encontraron gue la combinacion
de 1% de sacarosa y 17 de manitol redujo la tasa de crecimiento de
la yuca (Manihot esculenta) in vitro, pero al cabo de 12 meses de
almacenamiento se presentaron efectos téxicos del manitol. Los
mismos autores encontraron que cuando se cambio el manitol por
sarbitol tambien se presentd un descenso en la tasa de crecimiento,

pero sin efectos toxicos.

El mecanismo osmorregulador del manitol se base en que no es
metabolizable por la célula y en la mayoria de los casos no es
absorbido; lo gue 1ndica gue su efecto es extracelular (Brown et

al,1979). Roca gt al (1991), consideran que el manitol, sorbitol vy
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la sacarosa son agentes osméticos que son dificiles de metabolizar
y disminuyen la disponibilidad de agua y de los nutrimentos en el
medio de cultivo, lo gue provoca reducciones de crecimiento de los
cultivos y en algunos casos hasta toxicidad. Los mismos autores
consideran que el manitol y sorbitol limitan mas el crecimiento que
la sacarosa, pero que estos compuestos interaccionan  con la

temperatura de conservacidn praveocando efectos tdxicos.

En el presente estudio al finalizar los & meses de
almacenamiento los porcentajes de plantas clordticas y necroticas
fueron superiores en los tratamientos 20 y 30 g/1 de sacarosa +
0.2M de manitol (Fig.21B.), éstos resultados fueron consistentes
con  los porcentajes de sobrevivencia debido a que los mismos
tratamientos ( 20 y 30 g/1 sacarosa +0.2M) presentaron porcentajes
de sobrevivencia inferiores a 79%% (Cuadro 12.3Fig. 23B.). El
cultivar "Currare (AAB) tuvo tasas de sobrevivencia superiores que
"Gran Enano’ (AAA). Banerjee y de Langhe (1985), consideran gue los
genomas (ARB y ABB), son mas tolerantes al uso de requladares de
crecimiento y al efecto de la temperatura de almacenamiento gue el
gEnoma (AAAR) ; este mismo hecho podria explicar 1a relativa
tolerancia que mostrd el cultivar ‘Currare’ gue se refleja en el

porcentaje de sobrevivencia (Cuadro 12.; Fig 23B.).

El efecto de diferentes niveles de dcido
triiodobenzoico(0,5,10,20,40 mg/l), sobre el crecimiento en altura,
namero de hojas y raices fue descendente a medida gque se aumentaron
las concentraciones de TIBA (Fig.8.; Fig.l4. y Fig.20.).

Tratamientos de 20 y principalmente 40 mg/l son completamente
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letales para conservar germoplasma de Musa c.v ‘Currare’ y “Bran
Enano’. El mejor tratamiento fue 5 mg/l de TIBA, debido a que
redujo el crecimiento de las plantas, con altos porcentajes de
sobrevivencia 100 ¥ BO % &en ‘Currare’y "Gran Enano’

respectivamente (Cuadro 12.; Fig 23C.}.

Por otro lado, el porcentaje de peso seco en ambos cultivares
fue ligeramente descendente a caoncentraciones mayores de 10 mg/l de
TIBA (Fig.23C), en ‘Currare’, el menor porcentaje de peso seco
correspondit a 40 mg/l de TIBA y en 'Gran Enanc‘a 00 mg/l1 de TIBA.
lo cual sugiere que los datos no tuvieron una tendencia definida,
en ambos cultivares. Es importante senalar que todos los
tratamientos contenian 30 g/1 de sacarosa en el medio, guiza ésta
sea la tcausa por la cual el porcentaje de peso seco no se presentd

una clara tendencia como en los ensayos de sacarasa y manitol.

Al final de los & meses de almacenamiento el porcentaje de
plantas clordticas vy necroticas fue elevado (Fig.21C.); estos
resul tados fueron consistentes con los porcentajes de
sobrevivencia, que demostraron que a niveles de 20 mg/l de TIBA
los porcentajes de sobrevivencia fueron inferiores a 70%, mientras
que en el nivel de 40 mg/l de TIBA en ambos cultivares fueron
inferiores a 504 (Fig. 23C.). Al igual que para el ernsayon  con
manitol el cultivar ‘Currare’ (AAB) soportd mas el efecto inbibidor
del TIBA, lo cual se refleja en los porcentajes de sobrevivencia.
Este hecho, posiblemente se pueda explicar por la constitucion

genica apuntada anteriormente.
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El Acido trilodobenzoico (TIBA), pertenece al grupo de las
mor factinas, se ha dempstrado que puede participar en diferentes
procesos Tisioldgicos en las plantas. Leopold (1948), realizo
aplicaciones de TIBA de 25 mg/l en plantas de cebada en invernadero
vy encontrd gue favorecio la formacion de retofos, debido a gue el
TIBA, tuvo un efecto inhibidor sobre el transporte de las auxinas.
Resultados similares fueron encontrados por Langer et all 1973),
donde aplicaciones de 14 de TIBA, tuvo un efecto inhibitorio en el
transporte de las auxinas en brotes de trigo, lo cual blogueo la
dominancia apical y favorecio la elongacion de los retoros en
crecimiento. Kaldewey et al (1972), considera que la accion
inhibidora del TiBA reportada en soya, cebada vy trigo,
probablemente se deba a que afecta el transporte de las auxinas

inhibiendo =1 crecimenteo de las plantas.

FPor otra parte, Witter vy Hillyer (1934), encontraron gue
aplicaciones de 25 ppm de TIBA, modificaron la expresion sexual en
vdos cultivares de cucurbitas, estimulando la esterilidad masculina,
1o cual aumentd la aparicidn de flores femeninas. Por otro lado,
Nickel (1982), encontrd que el TIBA, también tiene propiedades

gametocidas inhibiendo la formacidn de polen.

5,7 Estudio de variantes a nivel in vitro e invernadero

5.2.1 Estudios histoldgicos

Los cortes transversales de la lamina de la hoja, realizados

en plantas testigo, enano y gigante (Fig. 24.), demuestran gue la
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anatomia interna de la lamina foliar fue muy similar entre los
variantes, tanto a nivel in yitro, como en invernadero. No se
registraron diferencias en el numero de capas de células en los
tejidos, ni en la organizacidén y localizacion de los tejidos. En
ambas condiciones de crecimiento la estructura interna de la lamina
foliar estd conformada por una epidermis e hipodermis
uniestratificada en ambas superficies, parénquima de empalizada
adaxial, parenguima esponjoso, haces vastculares Y celulas
laticiferas asociadas al floema. Sandoval (1989), realizd estudios
anatomicos v morfoldgicos comparativos en planta en tres estados de
crecimiento (in vitrg, invernadero y de campo), Y concluyd gque los
cambios anatémicos en las plantas, durante la fase de aclimatacion
son graduales y qgue solamente hasta 2l octavo ¥y noveno més existe

una estructura interna caracteristica de una planta adulta.

For otra parte, ern Musa es bastante dificil encontrar

diferencias en la anatomia interna de las hojas, incluso entre

distintos cultivares (Vasguez, 1992. Comunicacidn personal).

Las secriones transversales de lamina foliar (Fig.25.),
jlustran la anatomia interna de plantas testigo, enano y gigante.
Al igual que en la lamina foliar no se identificaron diferencias,
tanto a nivel in vitrp, como en invernadero. Internamente la wvaina
foliar esta constituida por una epidermis glabra en ambas

superificies gue esta compuesta de una capa de células.

Advacente a la epidermis se localizan células parenquimatosas

con granutlos de almidodn. Los grandes espacios aeriferos se
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localizan al centro de la wvaina. Tambien se observan haces
vasculares, haces de fibras libriformes vy celulas laticifera

asocladas al floema.

Sandoval (198%), encontrd gque en la vaina foliar las células
parenquimatosas poseen muchos granudles de almiddn e inclusiones
tipo rafidios que en su mayoria son de oxalato de calecio. En ésta
investigacidn fue mas frecuente observar los granulos de almidon

que los rafidios

5.2.2 Recuento de estomas y tamafo (largo y ancho de los estomas)

El analisis estadistico para el recuento de egstomas a nivel jin
vitro {(Anexo 2.) vy a nivel de invernadro (Anexo 10.), no registroé
diferencias signicativas en el haz ni en el envés entre los
variantes., En ambos estados de crecimiento(in vitrg e invernadero),
el numero de estomas fue superior en =21 snvés gue en el haz (Cuadro
13.). Aungue en algunos cultivares como "Gran Enano’ presenta un
numero elevado en ambas superficies (Soto, 1970). Reuveni ((1988),
realizd recuentos de estomas en banano con variantes de Tfollaje
anormal{ mosaico) en los cultivares 'Gran Enanmo”™ y ‘Williams’
encontrando gue el numerc de estomas a nivel in vitro, fue menor en
el variante mosaico (5.9/mm?2 en el haz y 47.4/mm?2 en el enveés) y el
testige (19.5/mm?2 en elhaz y BO.9/mm en el enves)., Es muy probable
que la variabilidad en la cantidad de estomas este mas relacionada
a variantes con deformaciones a nivel del follaje, gue es el caso

de 1lvs mosaicos vy no para variantes en estatura de la planta, que
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es el caso de los enanos Y gigantes, lo cual no permite detactar

diferencias entre enanos y gigantes.

Se considera gue el numero de estomas esta influenciado por
varios factores: nivel de ploidia de la planta, edad de la planta;
por el cultivar estudiado vy por condiciones de crecimiento
(Reuveni, 1988B). Sin embargo, en eésta investigacidn la cantidad de
estomas en plantas in yvitrg comparadas con las de invernadero
fueron muy parecidas. 0 sea gue el numero de estomas no fue

directamente proporcional con el crecimiento vegetativo.

En cuantoc a el largo vy el ancho de los estomas, los analisis
de varianza, no registraron diferencias significativas a nivel in
vitrg (Anmnexo 1l. y 12.), como en invernadero (Anexo 13. vy 14.).
Estos resultados,quiza estén relacionados con la densidad de
estomas (numero de estomas por unidad de superficie), probablemente
cuando existe variscidon en el tamafio de los estomas, e5 muy
posible gque la cantidad de estomas por unidad de superficie tambien
sea afectada. Por otro lado, todas 1la plantas pertengcen a un
mismo cultivar ("Currare’), ¥y quiza las difencias en altura de la
planta {(enano y gigante), no coresponden a cambios en la longitud

ni el ancho de los estomas.

Sandoval (198%9), realizd mediciones de ®l largo y el ancho de
estomas en el cultivar °‘'Gran Enano’, encontrd gque el estoma en
promedio mide 3I8um y 15pm de largo y ancho respectivamente. En

esta investigacidn se realizaron mediciones en el cultivar
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‘Currare’, y en pronedic el largo fue de 32-353 um y el ancho de

22— 24 um. respectivamente.

La fTigura 26. presenta las vistas paradermales de la lamina
foliar, que ilustra los estomas de la planta testigo, enanoc vy
gigante en el envés. Se puede observar gque la cantidad y el
tamaro de los estomas es muy similar y que la forma de las células
subsidiarias varia en forma y tamafo aun dentro de un mismo
variante. Sandoval (198%9), encontrd gue en la mayoria de 1los casos
el estoma se sncuentra rodeado por cuatro células subsidiarias, gue

difieren en forma y tamafio.

Por otro lado, la acumulacidn de ceras es mayor en plantas en

invernadero gque las in vitro, lo cual esta relacionado con

diferentes condiciones de de crecimiento (in vitro e invernadero) vy

corm el desarrollo fenoldgico de las plantas.

5.2.3 Estudios de cariotipo

El an&lisis de cariotipo en general no encontro diferencias en

el numero de cromosomas entre variantes y el testigo: enano=32.81;

testigo=33.07; gigante=32.%0. Aungue, el numero de céalulas
observadas fueron pocas para determinar con mayor precision si
existen diferencias entre los variantes. Sin embargo, los datos

(Cuadro 14.), sugieren, que hubo cambios en el numero de cromosomas
en algunas células; tanto en los variantes( enano y gigante), como

en el testigo. El andlisis para el enano de 16 celulas observadas 3
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presentaron diferentente numero de Cromosomas ( 3 con 32
crompsomas), para un porcentaje de celulas aneuploides de 18.75.
El gigante de 21 ceélulas analizadas 4 fusron aneuploides (3 con 32
y 1 con 34 cromosomas), para un porcentaje de 1972 de celulas
aneuploides. El testigo de 14 células observadas soOlo 1 presentd 34
cromosomas, para un porcentaje de 7.14 L de células ansuploides. En
general el porcentaje de aneuploidia fue superior en los variantes

que en plantas normales

Shepherd vy dos Santos {datos no publicados), realizaron
recuentos de cromosomas en ceélulas de apices de raices de banano de
diversos origenes y encontrd gque hasta en plantss triploides
propagadas convencionalmente hubo células con errores en el nuamero
de cromosomas YyY/0 con rompimientos evidentes de cromosomas. 5in
embargo, éstos defectos fueron méas comunes en plantas provenientes
de cultivo de meristemas con 5 mg/l de BAP. Plantas provenientes de
cultivo de callos presentaron una pérdida extrema de cromosomas.
Por otro lado, clones diploides presentaron mayor estabilidad gue

los clones triploides.

Reuveni (1%9BB), Encontrd gque en los variantes de mosaico en
los cultivares 'Williams; y "8Bran Enano’, hubo cambios de ploidia
Con un nuamero cromosomico entre 35-37. El mismo autor considera gue
con 21 incremento de la ploidia se incrementa el espesor de las

hojas y el tamarno vy forma de los estomas tambien es afectada.

En la presente investigacion el variante gigante tuve =1 mayor

% de celulas aneuploides y & nivel de invernadero fue el que mas
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conserve la caracteristica de altura. Por otro lado el enanoc y el
testigo no se diferenciaban a simple inspeccion, posiblemente éste

hecho se deba a la condicidn semienano del testigo.,

5,.2.4 Tasa de multiplicacion

Fl andalisis de varianza para la tasa de multiplicacion de los
variantes no detecto diferencias estadisticas; en promedio las
tasas de multiplicacién fueron: testigo = 2.6% 3 gigante=1.83 vy
enana=1.%55 . Resultados similares fueron informados por Kerbellec
(1991), que trabajo con el variante enano de el cultivar 'Gran
Enano’ , comparado con el testigo; el medio de multiplicacidn usado
fue Murashige y Skoog (1962), suplementado con 2 mg/l de BRP, y 2
mg /1 de AIA, se encontrd que en los primeros tres ciclos de
subcultivo las tasas de multiplicacion oscilaron entre 1 a 2., Sin
embargo en el ciclo cuarto vy guinto, presentaron tasas de
multiplicacion superiores a 3y 4 , v en gl sexto cviclo la tasa de

multiplicacién descendio tanto en el testigo como en el enanc.

Reuveni (1990), realizd estudios en el cultivar 'Williams', en
6 generaciones de 1los variantes: mosaico, enano, plantas con
tallo y peciolo rojizo y el testigo: encontrando que la tasa de
multiplicacion no fue pstadisticamente diferente gntre los
variantes. Sin embargo, encontrd una tasa de multiplicacion es mas
baja en los mosaicos que en las plantas testigo. Por otra parte, el
mismo autor sostiene que no es posible encontrar diferencias
visuales entre los variantes a nivel in yitro, durante las b

generaciones evaluadas.
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Cronauer y Krikorian (1984), Realizaron estudios sobre la tasa
de multiplicacion en tres cultivares de banano( Gran Enano’,
"Philipine” y ‘Lacatan )} y dos en platano ( 'Pelipita’ y' Saba“),
encontrando que concentraciones de 5 mg/l de benzilaminopurina
estimuld la formacion de nueves brotes logrando tasas de
multiplicacion hasta de 9.1. Comparadas con tasas entre 1~3 cuando

no se aplicd la fitohormona.

Por otro lado, la tasa de multiplicacidn estd influenciada por
el cultivar micropropagado, y por el npumero de subculitivos
realizados. Banerjee y de Langhe (1985) trabajaron com B cultivares
de Musa y encontraron gque en la mayoria de los cultivares hasta el
6 subcultivo la brotacidn es ascendente vy luego desciende. Esto se
explica por el efecto de habituacion del explante a la presencia de

la fitohormona,

5. 2.5 Estudio de algunas caracteristicas morfologicas entre

variantes a mivel de invernadero

El Cuadro 17. presenta las caracteristica morfolégicas que
fueron evaluadas durante 3 meses en el invernadero. La variable
altura registro diferencias estadisticas entre los variantes y el
testigo (Anexo 1é6.; Anexo 24.) Sin embargo el variante que se
distinguio con mayor facilidad fue el gigante, debido a que

sobrepaso en mas de 3 om. al testigo y al enanoc (Fig.27.). La razon
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por la cual a nivel de invernadero no se pudo detectar el enano de
el testigo, es porque el tratamiento testigo corresponde a el
cultivar ‘Currare’ seminano, que por naturaleza es pequefo. Sin
embargo, seria conveniente evaluar eésta caracteristica a nivel de

campo, para constatar si en esas condiciones se podrian detectar

diferencias. Sandoval et all{ 1991) evaluaron en condiciones de
campo dos generaciones de wvariantes de Musa {(AAB) c.v. ‘Falso

cuerno’ encontrando que el gigantismo fue la variante mas estable.
Los mismos autores encontraron gue el enanismo fue ®] variamnte mas
frecuente a nivel de campo constituvendo el = 37 % del total de las

varFiaciones.

En cuwanto al diametro del seudotallo el analisis estadistico
no fue significativo (Anexo 17.),las plantas presentaron diametros
gue oscilaron entre 1.25-1.31 cms. Para este estudio ésta
caracteristica es de muy poca utilidad para la identificacién de
variantes s nivel de invernadero, debido a gque hasta en condiciocnes

de campo las plantas presentan diametros similares.

Los analisis para el largo, ancho de la hoja & indice foliar
registraron diferencias altamente significativas entre los
variantes (Anexoc 18. y Anexo 1%9.; Anexo 20.), el gigante presento
mayor longitud de las hojas y también mayor indice foliar (Fig.
28.). El dindice foliar esta dado por la relacidon entre el largo de
la hoja entre su ancho. Kerbellec (1991), considera gque el indice
foliar es una de las caracterpistica mas importantes para
diferenciar variantes enanos en 1la fase de aclimatacién; debido a

gue se presenta una disminucion en el indice foliar, gQue mas se
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debe a una reduccion en la longitud de las hojas que en el ancho.
El mismo autor considera que la variacidn somaclonal afecta mas a

los procesgs de longacidn celular mas gue su expansion radial.

En esta investigacidn las diferencias en cuanto &l indice
foliar se debieron a variaciones en la longitud de las hojas y no
en su ancho, el gigante presentd hojas mas largas que el enano vy
testigo. El1 emano y el testigo presentaron longitud de hojas casi
iguales(Fig. 28.; Arnexo 24.1%). MNMuevamente Y= destaca que
posiblemente el enano no se diferencie del testigeo debido a que
gste ultimo, es tipico de un semienanco, guiza al ser comparado con
platano corriente hubiera sido posible distingir los enanos

mediante éste parametro.

En cuanto & la longitud del peciolo el gigante sobrepaso en
mas de 1.75% cm. al testigo vy al enano; se observa gue el enano no
difiere en la longitud del peciolo con el testigo (Fig.Z2%9.3 Anexo
24.). Daniells vy Smith (1991), consideran que la longitud del
peciolo, el indice foliar v diferencias en altura son los
parametros mas importantes para identificar variantes a nivel de
invernadern. En ésta investigacion, mediante éste pardmetro de la
longitud del peciolo, se pudo diferenciar los gigantes, pero los
enanocs no se diferenciaron de los testigos. Posiblemente este
hecho se deba & la condicion semienana del testigo. Sandoval gt al
(1991}, reportaron gque a nivel de campo los variantes de Musa (AAB)
c.v. 'Falspo Cuerno’ con peciolos largos estuvieron relacionados con

plantas de porte alto.
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Con relacidn a la presencia de foullajes con hojas péndulas el
testigo presentd mayor presencia de hojas péndulas (Fig.30.).
Sandoval et al (1991), encontraron gue a nivel de campo  los
variantes mas inestables fueron los relacionados con el follaje
(hojas pendulas y filotaxia inusual). Vuylsteke gt al ( 1988),
reportarcn que la presencia de hojas péndulas fue uno de los
variantes mas frecuentes en plantas de platano evaluadas a nivel de
campo, constituyendo un 374 del total de los variantes._ Los mismos
autores sefialan que la variacidn mas frecuente a nivel de campo es
la reversidn a fruto "French’'; este mismo resultado fue detectado

por sandoval et al (1991).
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4. CONCLUSIONES

Los tratamientos 30 g/]l de sacarosa, 5 g/1 de sacarosa +0.72M
de manitol Y 5 mg/l de TIBA a 15°C, fueron los mejores
tratamientos para reducir la tasa de crecimiento de las plantas de

‘Currare’ v "Gran Enano’.

Niveles de TIBA superiores a 20 mg/l vy concentraciones de 0.2M
de manitol en combinacidn con niveles de sacarosa superiores a 20
g/l a 15 °C, tienen un efecto toxico, para conservar germoplasma

de los cultivares "Currare” v "Gran Enano’.

Concentraciones de sacarpsa de 3 a 30 g/l a 15°C no fueron
perjudicisles para conservar germoplasma de Currare’ y ‘Gran
Enano’, debido a gue los porcentaies de sobrevivencia fueron de

100%, en ambos cultivares,

El cultivar ‘Currare’, presentod mayores porcentajes de
sobrevivencia en presencia de manitol y de TIBA, que el cultivar

‘EBran Enano’ .

El efecto de la temperatura a 15 *C per se, independientemente
de las concentraciones de sacarosa, manitol y TIBA, es un método

eficiente para conservar germoplasma de "Currare’ y "Gran Enano’ in

vitrp.
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La identificacidn de variantes enanos y gigantes a nivel in
vitro no fue posible. A nivel de invernadero a un meés de
crecimiento =Y pudieron identificar con mucha claridad los

variantes gigantes, mediante la longitud del peciolo v la altura.

Los estudios histologicos de la lamina foliar, no registraron
difencias en la anatomia interna de los variante enano, gigante vy

del testigo, tanto a nivel in vitro, como en invernadero.

Los estudios histoldgicos a nivel de 1la vaina foliar,
determinaron gue la anatomia interna de los variantes{ enano vy
gigante) y del testigo son muy similares, y no permiten detectar

diferencias, a nivel in vitro ni en invernadero.

LLos recuentos de los estomas no permitieron detectar
diferencias entre variantes a nivel in vitro v de invernadero. Sin
embargo la cantidad de estomas fue superior en el envés que en el

haz.

El largo ¥ el ancho de los estomas fueron muy similares entre
los variantes y el testigo, en ambas condiciones de crecimiento (in

vitro e invernadero).

Aunque el numero de células analizadas fue muy pequefo. El
numero cromosomico vario entre 32-34, y el porcentaje de células

aneuploides fue superior en los variantes gue en la planta testigo.
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7. RECOMENDALIONES

Evaluar un rango mas amplio en 1los niveles de sacarosa en el
medio de conservacion, incluyendo un tratamiento comn O g/1 de

SACaArosSa. .«

Utilizar como agente osmorregulador sl sorbitol, debido a gue
ha dado buenos resultados en la conservacion in vitro de otros

cultivos

Estudiar el efecto de varios niveles de temperatura de
conservacion para conocer su potencial real, en la conservacitn de

germoplasma in vitrg.

Realizar nuevamente las observaciones de los variantes v
testigo a nivel de invernadero con un numero mayor de plantas y con

un testigo comun, gue sea representativo del cultivar evaluado,.

Realizar pruebas de multiplicacion por wvarios ciclos, para
conocer el comportamiento de la tasa de de multiplicacion a través

del tiempo

Sembrar en el campo los variantes gigantes, enanus vy el
testigo y evaluarlos por varias generaciones, para conocer si
expresan su fenotipo v si lo logram mantener a través de sus

progenies.
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Realizar nuevamente el recuento de cromosomas en las plantas
variantes y el testigo, donde se considere un nPUmero mayor de

ceélulas observadas.

Desarrollar estudios de cariotipo de variantes en distintas
condiciones de crecimiento ( in yitro, invernaderoc y de campo),
para conocer si existen diferencias en la ploidia en estos tres

estados de crecimiento.

Realizar diagndsticos moleculares para conocer la naturaleza

génetica de la variacidn somaclonal.
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Anexo 1. Analisis de varianza para el efecto de diferentes
niveles de sacarosa en el crecimiento en altura de
dos cultivares de Musa durante & meses de

almacenamiento a 15°C

F.V. gl C.M. Valor F Pr > F
Cultivar 1 27 .564 2,57 0.0001*x*
Trat. 4 ?.075 30.48 0.0001%*
CultivarxTrat 4 4,700 15.79 0.0001*>
Rep(CultivarXTrat)=E. 189 Q.297 10,42 0.0001*x*
Lectura 5 4,093 143.17 0.0001**
Cultivarxlectura o 0.1093 3.83 Q.00 7**
Trat.¥Lectura 20 0.3001 10.50 0.0001**
Cultivar¥TratxLectura 20 0.1097 3.84 0.0001**
Error=Eg F45

Total 1193

C.V.=10.62
re=diferencias no significativas
*=diferencias significativas al 5% de probabilidad

**=diferencias significativas al 1% de probabilidad



Anexo Z.Analisis de varianza para el efecto del Manitol a
una concentracidn de 0.2M en diferentes niveles de
sacarosa sobre el crecimiento en altura de dos

cultivares de Musa durante & meses de almacenamiento a 15°C

F.V. gl C.M. Valor F FPr > F
Cultivar 1 0.7774 2.17 0.1417r=

Trat. S 11.918 33.33 0.0001**

Cultivar¥Trat 5 0.1165 0.33 0.8970 n=
Rep(CultivarxTrat)=E, 226 0.3573 26.94 0,0601**

Lectura 3 2.46586 200,47 0.0001**

Cultivar¥iLectura 3 0.0254 1.92 0.0885 =

Trat.¥lLectura 25 0.18%95 14.29 0.0001**

CultivarkTratilectura 25 0.0459 4,97 Q.0001 %>

Erraor=g. 1129

Total 14246

C.vV.=8.0%4
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Anexo 3. Efecto de diferentes niveles de TIBA ( acido
triiodobenzoico) en el crecimiento en altura
de dos cultivares de Musa evaluados durante &
meses de almacenamiento a 15°C

F.V. gl C.M. Valaor F Pr > F
Cultivar 1 2.13364 6H.73 0.0101»*
Trat. 4 16.4325 52.00 C.0D01**
CultivarXTrat 4 0.27%1 o.88 0.4748 =
Rep(CultivarXTrat)=Ea. 120 0.3159 23.40 0.0001**
Lectura S 2.6363 195.21 0.0001%*
CultivarxLectura 5 0.14793 11.06 0.0001**
Trat.*lLectura 20 0.2%930 Z21.70 C.OQ01L ™=
Cultivar¥Trat¥lLectura 20 0.0212 1.57 0.0524n=
Error=E, 50 0.0135

Total 1199

£.V.=8.91
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Anexa 4.Prueba de Chi cuadrado para el efecto de diferentes niveles
tde gacarusa sobre la produccidn de hojas v raices de dos
cultivares de Musa durante & meses de almacenamiento a 15°C

Numero hojas Numera raices

F.V. gl X P. R= P
=20 dias
Intercepto i 711.96 0.0000** 223.00 0.0000*>
Tratamiento 4 13.31 0.0099*x* 47 .89 Q.0000%*
Cultivar 1 1.51 0.2188= 17.5%2 0.0000%*
TratkCultivar 4 27,83 0.0000*« 10.33 0.035H2*
60 dias
Intercepto 1 1132.82 GL.00Q0%™ 354.14 0.0000**
Tratamiento 4 &H.26 0.1808n= 28.20 Q.0000**
Cultivar 1 1.86 Q.1722m= 28.64 G.0000**
Trat*xCultivar 4 19.93 Q.0005%* 11.47 Q.0218*
20 dias
Intercepto 1 1290.65 0.0000** 4463.04 Q.QQOO**
Tratamiento 4 2?.49 0.0499* 22.03 0.00Q2*
Cultivar 1 2.14 0.14346m™ 44 .98 Q.,.000Q%*
Trat¥Cultivar 4 11.27 0.0237* 5.33 0.2548m=
120 dias
Intercepto 1 1821.49 Q.000Q0** 497 .04 Q.0Q00**
Tratamiento 4 10.36 0.0348%* 24 .99 0.0001**
Cultivar 1 2.30 Q.,1293n= 29.19 0.Q000**
Trat¥Cultivar 4 16.17 0.0028%* 4H.23 0.1827mw
130 dias
Intercepto 1 1990.08 0.0000** 496 .22 0.0000*>
Tratamiento 4 10.38 0.0345%* 19.36 0.0007**
Cultivar 1 3.64 0.05647= 23.96 0.0000%>
Trat¥Cultivar 4 11.65 0.0201* 5.97 0.2017m™=
180 dias
Intercepto 1 1950.89 0.0000** 507.64 0.0000**
Tratamiento 4 .44 0.0311mm= 20.76 0.0004%x
Cultivar 1 4,03 0.0448> 25.1%9 0.0000**
TratxCultivar 4 ?.17 0.0570= 6,03 0.1969=
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Anexo 5. Pruebas de Chi cuadrado para ] efecto de manitol en el
numero de hojas y raices de dos cultivares de Musa durante
& meses de almacenamiento a 15°C

Numero de hojas Numero de raices
F.V. gl X= F. X= P.

S0 dias
Intercepto i 186.53 Q.00000** 184,00 0.00Q0**
Tratamiento S 87.55 Q.00000** 19.44 0.0016%**
Cultivar 1 3.57 0.03588n= i0.79 0.0010%*
TratxCultivar 5 11.49 0.0424* 12.88 0.0245*
60 dias
Intercepto 1 344.65 0.00000** 209 .47 Q.0000*x*
Tratamiento S 119.09 0.00000** 15.81 0.0074%x
Cultivar 1 g8.74 0.003F1** 1.13 Q.2878n=
TratkCultivar S 7 .54 O,1832n- 11.35 0.0448*
20 dias
Intercepto 1 {43 .70 0.00000** I02.48 0.,0000%*
Tratamiento 5 126.44 O.00000** 24,28 G.0002*x*
Cultivar 1 5.2% 0.0215* .40 0.32830w=
Trat¥Cultivar S 13.17 0.0218* 7.39 0.09457=
120 diass
Intercepto 1 506,37 Q.00000** 325.06 0.0000*x*
Tratamiento 3 112.01 O.00000** 23.27 0.0003**
Cultivar 1 13.15 C.0003** .35 0.5565n=
Trat¥kCultivar 5 .04 0.1075n= 13.897 0.01&6£5*
150 dias
Intercpto 1 585.94 0.00000** 328.27 Q.0000**
Tratamiento S 104 .87 0.00000x* 13.65 0.0002%*
Cultivar 1 22.30 0.0000** 0.78 Q.3744
TratkxCultivar 5 b.37 Q.2718n»= 17.67 0.0034%>
180 dias
Intercepte 1 6léE.40 0.Q00000%* 347 .39 Q.Q00QQ0**
Tratamiento 5 113.47 Q.00000** 21.19 0.0007**
Cultivar 1 21.97 0.00000** 1.446 Q.22&80=
TratkCultivar 5 &.98 0,2220m= 17 .27 0.0040%x*




Anexo &. Frecuencia para la coloracion de plantas para el efecto
sacarosa (5,10,15,20,30 g/1) durante & meses de
almacenamiento a 15°C

"Currare’ ‘Gran Enano’

1l mes vaverds c=glordtica n=necrosada

5 20v, 17v,3cC

10 19v,1lc 17v,3c

15 20v 17v,3c¢

20 19v,1lc 20v

30 lév,4c 15v,5c

£ mes

5 20v, 14v,bcC

10 20v 17v,3c

15 20v 20v

20 20v, 20v

30 l18v,be 17v,3c

3 mes

S 20v, 14v,béC

1C 1Pv,1c 1%9v,lc

15 20v 19v,ic

20 20v 20v

30 12v,Bc 20v

4 mes

9 20v, 17v, 3¢

10 1%9v,1c 20v

15 20v 20v

20 20v 20v

30 l1év,4c 1%v,ic

5 mes

5 20v, 17v,3c

10 19v,]lc 20v

15 20v 20v

20 20v 20v

30 lév,4c 19v,1c

& mes

D 20v, 19v,1c

10 Z20v 20v

15 20v 20v

20 20v 20v

30 18v,2c 19v,1lc
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Anexo 7 Frecuencia para la coloracion debido al efecto de manitol
0.2M en 5 niveles de sacarosa ( 5,10,15,20,30 g/1) y un
testigo 30 g/l de sacarosa sin manitol (T30), durante &
meses de almacenamiento a 15°C

"Currare’ "Bran Enang’
1 mes v=verds c=clordtica n=necrosada
5 14v, b6 Pv,1lic
10 4v,lb6c v, 16cC
15 13v,7c liv,%9c
20 Fv,illc 15v,3c,2Z2n
30 3v,l4c,1n 7v,yl2c,1n
T30 20v 20v
2mes
5 14v,bcC v, léc
10 20v Bv,%c,3n
15 13v,7c llv,%c
20 @v,10c,1n I0v,b6c,4n
30 Av,1llc, Bn v ,7c,9n
T30 20v 20v
S mes
3 14v,bc 10v,10c
10 20v Bv,9c,3n
15 13v,7c Pv,lic
20 Za,10c,in v,7c,4n
30 4v,1ic,3n Iv;7c,10n
T30 20v 20v
4 mes
5 l6v,4c 10v,10c
10 20v Fv,B8c,3n
15 13v,7¢c, 7v,13¢c
20 Pv,10c,1n bv,7c,5n
30 4v,1ilc,5n Iv,7c,10n
T30 20v 20v
3 mes
3 lév,4¢C 15v, 3¢
10 20v Yv,Bc,3n
15 13v,7c 7v,13c
20 Pv,10c, in Sv,%c,én
30 Av,1le,S5n iv,7¢,12n
T30 20v 20v
& mes
b 18v,2c 15v,5c
i0 20v Fv,Bc,3n
15 13v,7c bv,l4c
20 Fv,10c,1n a9v,?c,bn
30 4v,11c,5n lv,7c,12n
T30 20v 20v




efecto

Anexo B. Frecuencia para la coloracion de plantas debido al
de TIBA (0,5,10,20,40 mg/l}, durante & meses de
almacenamiento a 15°C

"Currare’ ‘Bran Enano’
I mes vEverde c=clordtica nEnecrosada

5 19v,lc 18v,2c

10 18v,2c 18v,2c

20 14v,3c,3n 15v,5c

40 13v,3c,2n 12v,8c

30 Z20v 18v,2c

2 mes

0 1?2v,lc 18v,2c¢

10 18v,2c 18v,2c

20 14v,3c,3n 1lv,Bc,1n

40 1ta,3b,4n 8v,5¢c,7n

00 20v 18Bv,2¢c

3 mes

ba 20v, 18v,2c

10 17v,3c 18v,2c

20 14v,3c¢,3n Bv,l1lc,1in

40 3Iv,7c,10n 2c,6c,12n

o0 20v 18v,2c¢

4 mes

3 20v, 18v,2Z2c

i0 15v,5c iBv,2c

20 10v,7c,3n 2v,9c,9n

40 2v,7c,11ln 2v,bc,12n

00 Z0v 18v,2c

5 mes

5 20v 18Bv,2cC

10 l4av,éc 17a,2¢

20 I0v,7b,3c 2v,%c,9n

40 2v,7c,11n 2v,b6c,12n

Q0 20v 18v,2¢

& mes

3 20v i8v,2c

10 ldv,b6¢c léav,4c

20 10v,7c,3n 2v,d4c,14n

40 2v,bc,12n 2v,4c,14n

Q0 20v 18v,2c
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Arnexo 2. Analisis de varianza para el recuento de estomas en
el haz y envés de plantas in vitro, de dos variantes de

platano "Currare’ comparados con el testigo.
F.V. gl C.M. Valor F Pr > F
Haz
Variante 2 7.783 2.12 0.1394mn=
Error 27 3.669
Total 29 3.7933
Enveés
Variante 2 51.851 2.29 0.1205n=
Error 27 22 .680
Total 29
C.V.{Haz)=20.95 C.V.(Envég)=14.80

Anexo 10. Analisis de varianza para el recuento de estomas en
el haz v el enveés de plantas en invernadero, de dos
variantes de FPlatano "'Currare’ comparados con un

testigo.
F.V. gl C.M. Valor F Fr > F

Haz
Variante 2 7.607 2.36 0.1138~=
Error 27 4.0738
Total 29

Enves
Variante 2 42.43033 1.33 0.2818~=
Error 27 31.9538
Total 29

C.V.{H&z)=25.14 C.V.(Enves)=16.170dH



Anexo 11.

Andlisis de varianza para 21 largo{um) de estomas en
el haz vy el enves de plantas in vitro de dos
variantes de platano 'Currare’ comparados con un
testigo,

F.V. gl .M. Valor F Pr > F
Hez
variante 2 2.5076 1.82 0.1811nw=
Error 27 1.378646
Total 29
Envés
Variante 2 0.2688 0.24 O.7205m™
Error 27 1.1335
Total 29
C.vV.(Haz}=3.53 C.V.(Enves)=3.25
Anexo 1Z2. Andlisis de varianza para 21 ancho{um} de estomas en
el haz vy el enves de plantas en in vitro de dos
variantes de Platano "Currare’, comparados con un
testigo.
FuV. gl C.M. Valor F Pr > F
Hé =
Variante 2 1.0176 1.25 0.3028m=
Error 27 .8147
Total 29
Enves
Variante 2 0.85619 2.20 0.1304m=
Error 27 0.3%23
Tatsal 29

C.V.{Haz)}=3.86 C.V.(Enves)=2.72
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Anexo 13.

Analisis de varianza para el largo(pm) de estomas en

el haz vy el envés de plantas en invernadero de dos
variantes de platano ‘Currare’, comparados con un
testigo.
F.V. gl C.M. Valor F Pr > F
Haz
variante 2 Z.4804 1.95 0.16187=
Error 27 1.2721
Total 29
Enves
Variante 2 1.8275 2.1% 0.13097=
Error 27 0.8B327
Total 29
C.V. (Haz)=3.2824 £.V.(Enves )}=2.7491
Anexo 14. Analisis de varianza pata el ancho(um) de estomas en
2l haz vy el envés de plantas en invernaderoc de dos
variantes de platano ‘'Currare’ comparados con un
testigo.
F.V. gl £.M. Valor F Pr > F
Haz
Variante 2 1.033 1.%6 0.1599m=
Error 27 0.52&63
Total 29
Enves
Variante 2 1.0761 1.80 0.1B84%n=
Error 27 G.5748
Total 29
C.V.(Haz)=3.1489 C.V.(Envés)=3.4159
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Anexo 15 Analisis de varianza para tasa de multiplicaciéon de
variantes a nivel in vitro

F.V. gl C.M. Valor F Pr > F
Variante 2 &.713 1.791 0.1576&m=
Error 54 3.31
Total 56

C.V.=72.86

Anexo 16. Andlisis de varianza para la variable altura de
a nivel de invernadero

variantes de platano

evaluadas durante 3 meses

‘Currare’

Fa.V. gl C.M. Valor F Pr > F
Variante 2 381.5264 ?7.34 C.0001**
Rep{variante)=E. 72 3.9193 2.33 0.0001**
Lectura 2 1956.8312 11&61.14 C.0001**
VarianteXlLectura 4 34,7150 20.60 0.0001**
Error =kg 144 2.4505
Total 224

C.V.=12.67



130

Anexo 17. Andlisis de varianza para el didmetro del seudtallo
de dos variantes de pldtano "Currare’ comparados
con un testigo, evaluados durante 3 meses en invernadero

F.V. gl C.M. Valor F Pr > F
Variante 2 0.0393 1.14 0.32020=
Repi{variante)=E, 72 0.03405 4.21 0.0001 ">
Lectura 2 7.4207 ?iB.12 C.0001**
Variantexlectura 4 0.0146B8 2.09 0.0852n™
Error =kby 144 0.0080
Total 224

C.V.=2.2704

Anexo 1B. Andlisis de varianza para el largo de la lamina de
la hoja de dos variantes de platana ‘Currare’
comparados con un  testigo.evaluados durante 3
meses en invernadero

F.V. gl £.M. Valor FPr > F
Variante 2 132.3241 17.05 0.0001**
Hep(variante)=Ea 72 7.7612 3.58 Q.0001L*~
Lectura 2 1282.99&9 590.99 0.0001*x*
Varianteixlectura 4 5.89946 2.72 0.0321*
Error =E. 144 2.1709
Total 224

C.V.=B8.4131
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Anexo 19. Andlisis de varianza para el ancho de la lamina de
la hoja de dos variantes de platano ‘Currare’
comparados con un testigo, evaluados durante 3 meses
en invernadero

F.v. gl C.M. Valor F Pr > F
Variante 2 21.35316 11.68 0.00QL**
Rep{variante}=E, 72 1.8429 .04 0.0001**
Lectura 2 130.4570 427.79 0.0001%**
VarianteXlLectura 4 G.&68393 2.10 0.0842n-
Error =Eg 144 0.3049
Total 224

C.V.=9,8377

Anexo 20. Analisis de varianza para el indice foliar de dos
variantes de platano ‘Currare’ comparados con un testigo,
evaluadas durante 3 meses en invernadero

F.V. gl c.M, Valor F Pr > F
Variante 2 12.07184 7 .70 G.QO0L**
Rep(variante}=E, 72 0.12356 2.89 0.0001**
Lectura 2 0.00380 0.0% Q.2147n=
Variantexl_ecturs 4 0.25%715 &.07 C.000Q2*x*
Error =E. 144 0.0426%

Total 224

£.V.=4,5183
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Anexo 21. Andlisis de varianza para la longitud del peciolo
en dos variantes de platano ‘Currare’ comparadns con
un  testigo, evaluados durante 3 meses en invernadero

F.V. gl .M. Valor F Pr > F
Variante 2 34.2234 F0.00 0.0001L**
Rep(variante)=E, 72 0.3824 2.06 0.0001*>
Lectura 2 1646.0273 897.50 0.0001L**
VariantefLectura 4 3.6383 19.67 0.0001*>
Error =E, 144 C.1849
Total 224
C.V.=13.31

Anexo 22. Analisis de varianza para el numero de hojas de dos
variantes de platane 'Currare’ comparados con un
testigo, evaluados durante 3 meses en invernadero

F.V. gl C.M. Valaor FPr > F
Variante 2 10.4117 11.%4 0.0001%*
Rep(variante)=E, 72 0.8722 1.36 0.069"=
l.ectura 2 4,.5121 7.03 0.0012*>
VariantexLectura 4 2.3307 3.63 0.0075%*x
Error =E. 144 0.6415
Total 224

C.V.=11.546



Anexo 23. Analisis de varianza para el anqulo de insercidn de

dos wvariantes de platano
un testigo,

‘Currare’ comparados con
evaluados durante 3 meses en invernadero

F.V. gl .M. Valor FPr > F
Variante 2 1925.2639 102.06 0.0001*»*
Hep(variante)=E, 72 18.728B4 2%.900 G.0001**
Lectura 1 165.9969 257.06 0.000L*x*
VarianteXlectura 2 5.5377 8.58 0.0005**
Error =E. 72 0.4457
Total 149

C.V.=3.2212
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Anexo 24. Prueba de Dunnett para comparar las medias en

134

diferentes caracteristicas morfoldgicas de los variantes
gigante y enano frente al testigo con un Alfa de 0.05 y

un valor Dunnetts= 2.257
F.V. Lim.inf. Dif.de medias Lim.sup. C.M.E
Al tura
GigantexTestigo 2.568B1 3.2979 4.0274 ***» 3T 9193
EnanoxTestigo ~1.4943 -0.9957 0.4971 »*x
Didmetro tallo
GiganteXTestigo -0.0BB49 —~0.02048 0.04753mw 0.03405
EnanaoxTestigo 0.11455 Q.04677 Q.0210]1n=
Largo hoja
BiganteXTestigo 1.0083 2.0351 3.0619*%*>* 7 ,76127
EnanoxTestigo —1.3693 —0.34&60 0.&6773 =
Ancho hoja
GigantexTestigo ~1.3430 ~0.8436 ~Q.3423%**  1.84292
Enano¥Testigo ~1.4943 ~-Q.9937 Q.4F71%%*
Indice foliar
GigantexTestigo 0.71954 0.79492 0.87030*** 0,0425694
EnanoxTestigo 0.41648 0.47204 0.D4743 **x
Largo pecicolo
GigantexTestigo 0.8924 1.1196 1.34469 *** 0,38024
Enano¥Testigo -0.24695 ~0.0430 0.1835.m=
Numero hojas
GiganteXTestigo 0.2585 0.0857 0.429%n= 0.8B7225
Enano¥Testigo 0.3459 0. 6889 1.0320%**
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Anexo 25. Medios de cultivo utilizados en las diferentes
etapas de la micropropagacién en Musaceas.

Etapa de Iniciacidn

Componentes Cantidad por litrpo

en.peso(mg) Molaridad

NHaNO= 1630 20.6 mmo 1
KN 1900 18.8 mmo 1
Callz. 2H=0 440 2.99 mmal
MgS0a . 7H=0 37Q 1.50 mmol
KH=zPOa 170 1.23 mmol
MH=B0a 6.2 100 pmol
MN50a. 4H=0 22.3 100 pmol
In804.7H=0 B.6 29.9 umol
KI 0,846 5.00 pmol
NaxMaols .2H=0 0.23 1.03 pmol
CuS0a4.5H0 0.025 0.100 umol
CoClz.dbHx0 0.025 0.105 umol
Fe50a.7H=0 27.8 100. umol
Naz EDTA.Z2H=0 37.4 100 pmel
Sacarosa 30000, 87.46 mmo 1
M-inositol 100 333.00 umel
Acido nicotinico 0.9 4,09 umol
Piridoxina-HC1 0.5 2.43 pmel
Tiamina—-HC1 0.1 0.296 pumol
Glicina 2.0 2b.6 Hmol
BAP 1.0 4.44 pmol
Bacto-agar({difco) 7000.,00

Etapa de multiplicacion:

Se utilizd el mismo medio, suplementado con 4 mg/l de BAP

Etapa de desarrcllo

Se utilizd el mismo medio, sin regulador de creecimiento (BAP) ,mds
2mg/1l de gelrite en lugar de agar.
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