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v' Fase de recoleccién de material vegetal en el campo

La seccion de la planta que es més factible deartitomo fuente de explantes es el apice, quétegde

que da origen a las hojas y al tallo, y se encadotalizado el meristemo apical.

El apice se encuentra ubicado dentro del vertaldinar de la planta, esto hace que su condaséptica
sea bastante buena, permitiendo que el riesgordaromacion en la fase siguiente sea minimo.

Es fundamental asegurar que los explantes provedgaplantas en buenas condiciones y libres de
patégenos virales y bacterianas, para evitar lpggacion de estas enfermedades.

v' Fase de iniciacién

Luego de obtener el material en el campo, se peo@eextraer el apice del verticilo en un medio
totalmente aséptico. Posteriormente se siembnagnemedio de cultivo artificial de Murashige y Skoog
(MS).

Este medio es totalmente liquido, por lo que debetemerse estrictamente en agitacion constante a 75
rpm con una Orbita de 1". Esto facilita el intentdao de Q, evitando la asfixia de las células del tejido del
explante por la falta de intercambio gaseoso @meglio.

El medio MS liquido permite que la oxidacién prodacpor la liberacién de fenoles del explante, se
distribuya en todo el medio evitando su muerte.

Esta etapa dura aproximadamente de 3 a 6 semanasigpende de la respuesta del explante que es
influenciada por la variedad de cafia.

Si la oxidacion es muy fuerte, es necesario reatiambios del medio de cultivo incluso después de 1
semana de sembrado el explante.

v Fase de multiplicacion:

Una vez que el explante supero la etapa de infriaéste comienza a crecer y a producir brotesalate
formando pequefias cepas dentro de los frascosliiloriniciando asi la etapa de multiplicacion,equ
consta de la separacién de los nuevos brotes patasladados a medios de cultivo MS semi solidos.
Cada 2 a 3 semanas deben realizarse los trasptefiiel® a que la cafia crece muy répido, lo que haee
los medios MS se agoten con mucha facilidad pajue luego de 4 semanas es posible observar que
algunos tallos comienzan a morir debido a la coeméd y a la falta de oxigeno existente en el medio
Durante esta etapa la cafia puede sufrir los efdetoariacion somaclonai vitro, debido a cambios en la
integridad genética de los individuos por la apénice yemas adventicias, producidas por el estimel
altos niveles enddgenos de citoquininas a nivell@elque incitan a la diferenciacién de gruposélelas
para la produccién de tallos. Por su condiciorrigem estas yemas provienen de células genéticament
inestables que podrian inducir cambios en las pabias que se quieren reproducir.

Para evitar este efecto negativo, es recomendabddusar de los subcultivos, por lo que al sobeepals
décimo quinto trasplante los riesgos de obtenéaci@n somaclonal aumentan.
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v' Fase de enraizamiento:

Aqui los tallos deben ser seleccionados, escogikrgdque presentan mas vigor y tamafio. Aquell@s qu
no califican para enraizamiento se colocan en mét# de multiplicacion para su aprovechamiento
posterior, esto hace que las etapas de multipfinacenraizamiento se realicen en forma simultnea.

En pruebas realizadas se pudo determinar quensiplemnte posterior de un solo tallo por frasco dime
de multiplicacion antes del enraizamiento, estintalproduccion de tallos mas homogéneos y fueldss,
gue son ideales para esta etapa.

Esta fase tiene una duracion de 3 semanas.

v' Fase de aclimatacion:

Las plantas enraizadas que se encuentran dentlabdehtorio bajo condiciones asépticas y estrietam
controladas, deben ser sacadas al exterior panalagradas en bandejas con un sustrato formaddapor
mezcla de arena, suelo y abono orgénico en prapasiiguales.

Esta etapa prepara a la nueva planta para un cdugste en su anatomia y en sus funciones metaisolic
Las plantasn vitro se encuentran en un ambiente de 100% de humedéda€HR) en el cual todos los
nutrimentos le son suministrados artificialmeniglas deberan cambiar a un ambiente con una meRor H
y en donde deben absorber el agua y sintetizaussnentos necesarios para su desarrollo.

Esta fase se lleva a cabo en un aclimatador, gtelawdeshidratacion de las plantas. Conformestarre

el tiempo, la HR se disminuye paulatinamente haktanzar el equilibrio con el ambiente. Este psoce
puede alcanzar de 3 a 6 semanas.

v" Fase de preparacion del almacigo:

Una vez que las plantas estdn debidamente acliestad procede a preparar las plantas para sadasl
definitivo al campo, siempre bajo condiciones calaftas en invernadero.

El procedimiento consiste en brindar a las nuelastas las condiciones necesarias para gque crezrcan
tamafio, produciendo mayor follaje y raices que fianma la planta soportar el trasplante definitalo
campo.

v' Fase de siembra definitiva:

Esta se lleva a cabo en el campo una vez querehteesté debidamente preparado. Las plantas deben
transplantarse a una distancia que va de 0,5 ardtm@ plantas y 1,5 m entre surcos.

Una vez establecido el semillero, se deben segdast las practicas agrondmicas que todo semillero

bésico requiere.

Cantidad por litro de medio
Componentes — ————— —
Iniciacion Multiplicacion Enraizamiento

SALES Y VITAMINAS
DE MURASHIGE Y Dosis completa Dosis completa Dosis completa
SKOOG (1962)
NaH,PO, 170 mg 170 mg 170 mg
REGULADORES DE CRECIMIENTO:
Acido Naftalenacético 10,0 mg
Acido Giberélico (AG,) 0,1 mg
Bensiladenina (BA) 0,2 mg 0,2 mg
Kinetina 0,1 mg 0,1 mg
OTROS COMPONENTES:
Agua de coco 150 ml
Sacarosa 20 g 209 409
Gel Rite 10g 10g
pH del medio 57 57 5,7




