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I. PRESENTACION

La cafa flecha (Gynerium sagitatum Aubl.) es una especie vegetal de
importancia para la cultura Zenu, cuyo legado cultural a partir de
la fibra de esta planta se ha materializado en el Sombrero Vueltiao,
expresidon ancestral de los habitantes de las sabanas de Cérdoba y
Sucre, y declarado como Simbolo Cultural de la Nacién Colombiana.

La fibra extraida de las nervaduras centrales de las hojas de las plantas
de cana flecha es la materia prima para la elaboracién de cerca de
35 productos artesanales; pero ademas, el tallo de la plantas es
utilizada como material para la construccién de viviendas, elementos
musicales, instrumentos de caza y accesorios decorativos. Sus hojas
son aprovechadas en la alimentacién de animales y para extraccion de
medicinas tradicionales. Las“pintas”tejidas en las diferentes artesanias
han sido reveladas, de acuerdo con estudios documentados, como
mecanismos de expresidn religiosa, artistica y de identificacién de
clanes politicos y sociales. Ademas, la comercializacidn de los productos
artesanales representa el mayor renglén de ingresos econémicos para
muchas familias de los resguardos indigenas Zenues en una amplia
zona de las sabanas de los Departamentos de Cérdoba y Sucre. Estos
productos artesanales ademas de ser elementos de identidad regional
y muestras tangibles de la herencia de los antiguos pueblos indigenas
de la Costa Norte Colombiana, se han convertido en valioso articulos
comerciales tanto a nivel nacional como internacional que en muchos
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casosignora las realidades histéricas, culturales, sociales, econémicas
y ambientales de sus autores, las comunidades y regiones donde
estos habitan, pero que gracias a la globalizacién de estos productos
comienza a hacerse visible. Tal es el caso de la obtencion de la fibra que
ocurre a partir de poblaciones naturales, cuya tasa de extraccion es
mayor a la capacidad de la planta para restituirlas, lo cual ha ocasionado
una disminucién significativa de las poblaciones naturales de la planta,
especialmente en las zonas productoras de artesanias. Esta situacion
se asocia al aumento progresivo de la erosidén genética de la especie
debido a los mecanismos de propagacién exclusivamente clonal en
los genotipos conocidos y las preferencias de los artesanos por un
numero reducido de cultivares para la elaboracion de los productos.

Esta segunda edicién de “Biotecnologia Aplicada a la Cana Flecha’,
ademas de los estudios de caracterizacion genética y conservacion
de material genético, evidencia la superacién de limitantes para
la produccién clonal masiva de plantas por micropropagacién
para siembras comerciales o restauracién de zonas naturales con
incrementos significativos la eficiencia de los procesos como son la
reduccién del costo de plantas por disminucién en el uso de reactivos,
aumento de las tasas de multiplicacion y reduccion de mano de obra.
Con lo cual se plantean soluciones viables a la problematica de la
especie y a las comunidades que dependen del cultivo y explotacién
de la especie.



Il. ASPECTOS GENERALES de la Caia Flecha
(Gynerium sagitatum Aubl.)

Isidro E. Suarez’

'Universidad de Cérdoba, Instituto de Biotecnologia Aplicada para el Caribe
Colombiano - IBAC

Origen, distribucion geografica
e importancia econdmica.

La canaflecha es nativa del Oeste
de la India y en el continente
americano se distribuye desde
el sur de México a través de
América Central y Suramérica
hasta el Paraguay (Howard
1979). Se dice que dos ecotipos
coexisten en el occidente del
Amazonas, uno“pequeno”y otro
“grande”, y muestran diferencias
considerables en la morfologia
y el modo de reproduccion
(Kalliola et al., 1992).

En Colombia, se reporta la
presencia de cana flecha en
Sonsén en las riberas del rio
Arma, enla hoya del rio Samana,

en los llanos de San Martin, Valle
del Cauca y Caloto. También
crece enlasriberas del rio Cauca,
el rio Nechi y en las orillas de
quebradas cerca de la ciudad
de Medellin (Pérez 1978; Uribe
1982).

En Cérdoba, la cafa flecha crece
naturalmente en los margenes
de los rios Sinu y San Jorge, y
en los municipios de Momil,
Los Cérdobas, Purisima, Chima,
Canalete, Valenciay Montelibano.
Se conoce de la existencia
de pequenos cultivos en los
municipios de Ciénaga de Oro,
Montelibano, San Andrés de
Sotavento, San Carlos y Pueblo
Nuevo.
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El cultivo y procesamiento de
la cana flecha es la fuente de
ingreso de muchas de las familias
indigenas que habitan en los
ultimos reductos del Resguardo
Indigena de San Andrés de
Sotavento (RISAS). Esta entidad
territorial comprende un area
de 83.000 ha ubicadas en 13
municipios de los departamentos
de Cordoba (San Andrés de
Sotavento, Chima, Momil, Chinu,
Ciénaga de Oro, Purisima, y San
Antero)y Sucre (Palmito, Sincelejo,
Sampués, Tolu, Toluviejo y San
Onofre). Su poblacién total esta
estimada en 40.177 habitantes,
de los cuales el 9,8% viven en
cabeceras municipalesy el 90,2%
restante habitan en la zona
rural. Muchos de los habitantes
de estas poblaciones elaboran
artesanias a partir de la cana
flecha (Valencia 1987; Zorro y
Prieto 1999).

La industria artesanal a base
de cana flecha tiene un valor
significativo en el aspecto
social para las comunidades
que la cultivan y utilizan, ya
que involucra a la mayoria

de los miembros del nucleo
familiar en la elaboracion de sus
productos, permitiendo que esta
actividad sea transmitida de una
generacion a otra (Serpa 2000;
Araméndiz et al., 2005; Durango
etal.,2017).

Botanica y propagacion de la
cana flecha

La cana flecha, también conocida
como cafa brava, carrizo,
chusque 6 cafna boba, esta
clasificada taxondmicamente
dentro de la clase Liliopsida,
orden Poales, familia Poaceae,
genero Gynerium, especie
sagittatum, y posee un numero
cromosémico2n=7202n=76
cromosomas (Watson y Dallawitz
1992).

La planta de cana flecha es
perenne con fuertes rizomas y
tallos erectos, la parte basal esta
cubierta por las vainas de las
hojas caidas, mientras que en la
parte superior forma un abanico
con las laminas expandidas
(Figura 1).Los tallos puedenllegar
a alcanzar hasta diez metros
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Figura 1. Planta adulta de caia flecha
(Gynerium sagitatum Aubl.).

de altura y mueren tan pronto
alcanzan la floracién (Schnee
1984; Kalliola et al., 1992).

La planta es dioica y la
polinizacion es realizada por
el viento (Pohl 1983). Las
flores crecen en espiguillas
estaminadas no plumosas, de
3 mm de largo, glumas hialinas
de 2 mm de longitud, lemas
de 2 - 3 cm de largo, de color
purpura y pubescentes en la
base (Figura 2).

La propagacién de la cana
flecha puede llevarse a cabo por
medios sexuales y asexuales.
La produccion de semilla
viable es poca o nula en ciertos
ambientes; por ejemplo, bajo

Figura 2. Espiuillas con flores de cana
flecha (Gynerium sagitatum Aubl.).

las condiciones ambientales de
los departamentos de Cérdoba
y Sucre, no hay produccién
de semilla fértil, por lo que la
propagacion ocurre de forma
asexual (Croat 1978; Francis
1983; Araméndiz et al., 2008).
Las nuevas plantas emergen a
partir de tallos estoloniferos en
aluviones pedregosos de los rios
caudalosos de las tierras calientes
y subtempladas formando
grandes colonias (Figura 3). Una
planta puede llegar a producir
hasta 200 hojas durante su
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Figura3. PIanfas nuevas de cana flecha (1)
(Gynerium sagitatum Aubl.) emergiendo de
la base de un tallo adulto (2).

ciclo de vida, teniendo en un
momento dado entre 19 a 28
hojas (Howard 1979; Contreras
etal., 1998; Kalliola et al., 1992).

Pocos estudios se han realizado
con el objetivo de desarrollar
métodos para propagar
masivamente plantas de cafa
flecha de forma clonal. Estos
estudios se han centrado
especificamente en el uso de
estacas enraizadas, paralo cual se
ha evaluado el efecto del tamano
de los propagulos, la posicién
en el sustrato y la aplicacion
de hormonas para aumentar
el enraizamiento (Ballesteros y
Guardo 1988; Gonzalez 1997;
Garcia y Hernandez 2004;
Hernandez et al., 2005).

Micropropagacion

La micropropagacidén es un
método de propagacién asexual
de organismos vegetales que
se desarrolla en condiciones
controladas de asepsia,
temperatura y luz. Durante la
micropropagacion, las plantas
crecen de forma heterotroéfica a
partir de sustratos denominados
medios de cultivo, los cuales
estan contenidos en recipientes
cerrados de vidrio o plastico
(Kane 1996).

Existen tres métodos de
micropropagacion de plantas:
la micropropagacién a partir de
explantes con meristemos pre-
existentes, la organogénesis y la
embriogénesis somatica.

La micropropagacién mediante
el cultivo de explantes con
meristemos pre-existentes es el
método de multiplicacion in vitro
mas utilizado en la produccién de
material de siembra de cultivos
como banano, pifa, flores y
algunos forestales. Este método
consiste en inducir la produccion
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y elongacion repetida de yemas
axilares mediante la eliminacion
de la dominancia apical para
posteriormente propiciar la
formacién de raices previa a
la transferencia de los brotes
enraizados a condiciones ex vitro
(Ball 1946; Kane 1996; Chawla
2003).

El proceso de multiplicacion
masiva de plantas en condiciones
in vitro a partir del cultivo de
explantes con meristemos pre-
existentes fue inicialmente
concebido como una secuencia
de tres estados, de los cuales
el primero consiste en el
establecimiento in vitro de un
cultivo en condiciones estériles,
seguido por la multiplicaciéon
del propagulo establecido y
finalmente el enraizamiento
individual de los tallos
multiplicados (Murashige 1974).
Posteriormente, se conceptud
que dos estados adicionales
eran indispensables para el
éxito completo del proceso:
uno inicial, en el cual se realiza
un preacondicionamiento de
la planta seleccionada como

donadora de los explantes, y
otro final que comprende los
cuidados necesarios para adaptar
las plantas micropropagadas a
condiciones ambientales exvitro
(Debergh y Maene 1981).

La etapa 0, de seleccion
y preacondicionamiento de
plantas madres, consiste en
separary acondicionar fisiolégica
y sanitariamente los individuos
seleccionados con el fin de
obtener el mayor rendimiento
en laadaptacion de los explantes
aislados una vez transferidos
a condiciones in vitro.
Fisiologicamente, durante este
estado, se busca inducir en los
explantes la produccion sucesiva
de yemas axilares mediante la
reducciéon la dominancia apical,
para lo cual se puederecurriraun
programa de podas que eliminen
periddicamente los crecimientos
apicales, y a aplicaciones de
sustancias inductoras del
crecimiento lateral como las
citocininas (Read 1988).

De forma alterna, el manejo
fitosanitario en la etapa O, tiene
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como objetivo reducir al maximo
la posibilidad de contaminacion
en los explantes por causa de
la presencia de microbios. El
uso de plantas indexadas libres
de microbios sistémicos es la
mejor estrategia para evitar la
contaminacion de los explantes
introducidos a las condiciones
in vitro. La indexacién consiste
en realizar un diagnéstico
mediante pruebas patogénicas
o moleculares que permitan
determinar o descartar la
presencia de microorganismos
sistémicos en la planta madre.
Adicionalmentealaindexacion, la
aplicacién de medidas de control
cultural, como el aislamiento
de plantas, y quimico, como las
aplicaciones de fungicidas de
forma periddica, son necesarias
para disminuir los microbios
y reducir las posibilidades de
contaminacion de los explantes
introducidos a las condiciones
in vitro. (Leifert y Cassels 2001;
Sudrez et al., 2005).

En la etapa |, también
denominada de establecimiento,
los explantes son desinfectados

superficialmente mediante la
inmersién temporal de éstos
en soluciones de iones de
hipoclorito de sodio o calcio,
seguidos por un enjuague con
agua estilada estéril para evitar
danos del agente desinfectante
sobre los tejidos. Los explantes
desinfectados superficialmente
son establecidos in vitro en
un medio de cultivo definido
para su adaptacion a las nuevas
condiciones.

Durante la etapa Il, los explantes
adaptados a las condiciones
in vitro son transferidos a una
formulaciéon de medio de cultivo
donde se induce la proliferacién
de nuevos tallos a partir de
las yemas presentes en las
axilas foliares del explante. La
elongacion repetida de las yemas
axilares es promovida mediante
la adicién de citocininas, las
cuales son suplidas en el
medio de cultivo en forma
de productos como zeatina,
isopentenil adenina, kinetina,
benzilaminopurina o tidiazuron
(Davis 1995).
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Los tallos multiplicados en la
etapa Il son transferidos a la
etapa lll, donde las condiciones
del medio inducen la formacion
de raices adventicias en la base
de los tallos; estas raices tienen
como funcién garantizar la
supervivencia auténoma de las
plantas micropropagadas unavez
trasplantadas a las condiciones
ex vitro. El crecimiento radical
es promovido con la adiciéon
al medio de auxinas como el
acido indolacético (AlA), el acido
naftalenacético (ANA) y acido
indolbutirico (AIB) en el medio
de cultivo.

El crecimiento heterotréficoy las
condiciones de alta humedad
relativa en el ambiente de los
cultivos in vitro, imposibilitan
la supervivencia de las plantas
micropropagadas si éstas son
transferidas directamente
de las condiciones in vitro a
las condiciones ambientales
normales de campo. El suministro
de fuentes energéticas al medio
evita un desarrollo completo de
los cloroplastos y provoca que

estos sean pocos eficientes en la
fijacion de CO,; adicionalmente,
la incapacidad para controlar la
pérdida de agua a través de las
capas superficiales de los tejidos,
queconllevaaunadeshidrataciéon
excesiva. Estas son las principales
causas de muerte de las plantas
micropropagadas cuando son
transferidas a las condiciones ex
vitro (Kane 1996).

Laetapa IVdelamicropropagacion
busca evitar laincidencia directa
inmediata de las condiciones
externas, permitiendo que
las plantas desarrollen los
mecanismos necesarios para
iniciar los procesos de produccién
autotrofica de alimentosy control
de pérdida de humedad. Esta
proteccion se consigue mediante
la transferencia de las plantas
micropropagadas a locales con
condiciones modificadas de
riego permanente y control de
laintensidad luminica, los cuales
promueven una adaptacién
gradual a las condiciones
externas (Preece y Sutter 1991;
Pico 2019).
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Uno de los aspectos que
normalmente contribuye
a aumentar las tasas de
supervivencia en la transferencia
a las condiciones externas, es
el adecuado enraizamiento de
las plantas micropropagadas;
sin embargo, en algunas
especies este no parece ser
determinante. En casos como
estos, la transferencia directa
de los tallos micropropagados
de la etapa Il a la adaptacion
ex vitro, es suficiente para
obtener niveles de supervivencia
comparables a las de las plantas
enraizadas, y adicionalmente se
reduce el tiempo del proceso
y se disminuyen los costos de
insumos y mano de obra (Suarez
etal., 2009).

Caracterizacion molecular

Los marcadores moleculares
son secuencias de ADN que
permiten estudiar la presencia
de caracteristicas agronémicas
de importancia asociadas con
sus variaciones. A diferencia de
los marcadores morfoldgicos
que basan la variabilidad en

caracteristicas fenotipicas, los
marcadores moleculares no
son influenciados por el medio
ambiente, lo cual aumenta su
confiabilidad y reproducibilidad
para identificar caracteres
controlados genéticamente.
Los marcadores moleculares
se clasifican de acuerdo con
las técnicas utilizadas para su
aplicacion.

Los RFLPs (Restriction Fragment
Length Polymorphism) se basan en
el uso de enzimas de restricciony
la hibridacion de segmentos de
ADN con pruebas de secuencias
complementarias marcadas
radiactivamente. Los RAPDs
(Randon Amplified Polymorphism
DNA)y AFLPs (Amplified Fragment
Lenght Polymorphism) se basan
en el uso de PCR (Polymerase
Chain Reaction) para amplificar
fragmentos digeridos de ADN
a partir de iniciadores que
se asocian aleatoriamente al
ADN aislado de los individuos
caracterizados.LosVNTR (Variable
Number Tandem Repeats) y SNP
(Single Nucleotide Polymorphism)
ademas de PCR necesitan la
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secuencia de sitios polimorficos
con el fin de disefar los primer
especificos a las secuencias que
bordean estos sitios.

La técnica de AFLPs fue
desarrollada porVos etal. (1995),
combinando los principios
de los RFLP con los de PCR;
el procedimiento para su uso
comprende la amplificacién
selectiva de fragmentos de
ADN digeridos con enzimas
de restriccion y su posterior
resolucién en un gel, donde
el polimorfismo es detectado
por la presencia o ausencia de
fragmentos en un individuo u
otro.

Unadelas mayores conveniencias
del uso de los AFLPs en
caracterizacidon genética de
vegetales al compararse con
otros tipos de marcadores
moleculares, es la posibilidad
de identificar mayor numero
de sitios polimérficos. Estudios
de caracterizaciéon molecular
en soya (Glycine max L. Merril)
con el uso de AFLPs permitieron
detectar aproximadamente 12

veces mas sitios polimérficos
que los detectados con RAPDs.
Igualmente en frijol caupi (Vigna
ungiculada (L.) Walp) se detecté
una diversidad mayor entre
genotipos silvestres y cultivados
con AFLPs que la detectada
con el uso de isoenzimas en los
mismos genotipos (Tohmeetal.,
1996).

Aramendizetal. (2005) reportaron
el Unico estudio conocido sobre
variabilidad genética en clones
de canaflecha. El objetivo de este
estudio fue, ademds de medir
la variacion existente, asociar
caracteristicas agronémicas de
importancia econdmica con
grupos comunes de clones.
Dentro de los caracteres
identificados en el citado estudio
se destaca la textura de la pared,
cuya modalidad gruesa otorga
un valoragronémico significativo
en la tolerancia al barrenador
del tallo, asi como su demanda
potencial en la construccién
de viviendas y elaboracion de
muebles. Igualmente, tiene una
destacadaimportancia la calidad
de la fibra, sobresaliendo la de
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textura suave, que es utilizada
en la elaboracién de tejidos finos
y que representa gran retorno
econdémico.

Conservacion de germoplasma

Uno de los pilares de cualquier
programa de mejoramiento
genético es el mantenimiento
0 conservacion de variabilidad
genética representada en un
rango de materiales genéticos
(coleccién de germoplasma)
que permita la seleccién de
nuevos genotipos o ampliar la
variabilidad existente (Chawla
2003).

La conservacion de recursos
genéticos puede realizarse en el
centro de origen o diversificacion
de la planta (in situ) o trasladando
el material a una localidad
diferente (ex situ). Generalmente,
elalmacenamientoin situ es dificil
por las distancias a los centros de
origen y dificultades de acceso.
Mientras que el almacenamiento
ex situ favorece el cuidado de las
plantas y el acceso al material
genético en cualquier momento.

El almacenamiento ex situ
puede efectuarse mediante la
conservacion de semillas o a
través del cultivo de plantas
(in vivo). El primero es de gran
aplicacién en especies que
producen semillas ortodoxas,
como los cereales; mientras
que para especies con semillas
recalcitrantes o que no producen
semillaviable, elalmacenamiento
de germoplasma debe efectuarse
mediante la conservacion de
plantas (in vivo) que permitan
la toma y uso de propagulos
vegetativos para garantizar la
perpetuacién del genotipo.

La conservacion en bancos
de germoplasma (in vivo)
normalmente se realiza por
medio de la siembra de plantas
en campo; sin embargo,
esta practica generalmente
se traduce en altos costos
representados en los valores del
terrenoy el manejo agronémico;
adicionalmente, la exposicion
de las plantas a estreses bidticos
y abidticos pueden conllevar a
riesgos de pérdida del material
o en su defecto a contaminacién
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genética. Una alternativa para
superar estos inconvenientes es
el uso de técnicas de cultivo de
tejidos para conservar material
genético, lo cual se denomina
almacenamiento in vitro.

La conservaciéonde germoplasma
in vitro se caracteriza por utilizar
mas eficientemente el espacio
por el uso de material con tamano
reducido, mantiene a las plantas
libres de plagas y enfermedades
por las caracteristicas asépticas
de las condiciones in vitro,
reduce los riesgos por desastres
ambientales al no exponer el
material a condiciones externas
y facilitar su movilizacién, y
permite el uso de un variado
rango de técnicas y materiales
vegetales.

La supervivencia del material
vegetal almacenado, y su
capacidad para regenerar
plantas aunado a la estabilidad
genética, son los factores mas
importantes en la conservacion
de germoplasma en condiciones
invitro.Eltejido, o porcion vegetal,

aalmacenareslavariable que mas
contribuye con la supervivencia
y posterior regeneracion de
plantas en la conservacion in
vitro, observandose que los
meristemos y embriones son
los que inducen las mayores
posibilidades de supervivencia
y regeneracioén, por tratarse de
estructuras completamente
desarrolladas y organizadas. Por
su parte, las células de callo y los
protoplastos presentan mayores
dificultades para la regeneracion
delas plantas por sus altos niveles
deindiferenciacién celular (Reed
2002; Suarez 2003).
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INTRODUCCION

La cahaflecha puede propagarse
por medios sexuales y asexuales.
Lafloracién generalmente ocurre
al final del periodo de sequiay la
polinizacion es de tipo cruzada,
aparentemente favorecida por el
viento. Las semillas son livianas
con un indice aproximado de
1.67 millones kg™, y aquellas
viables pueden germinar entre
3 - 7 dias después de ocurrir la
imbibicién a una temperatura
entre 20 y 30 °C (Croat 1978;
Kaliolla et al., 1992).

La reproduccion natural de cafa
flecha por métodos asexuales se
lleva a cabo por el crecimiento
de brotes caulinares que crecen
a partir de los rizomas formando
macollas que se extienden de
forma radial. El crecimiento de
los rizomas puede expandirse
hasta 20 m de distancia de la
planta madre, generando una
alta capacidad de colonizacion
de nuevos territorios. Los brotes
adventicios que emergen a partir
de los rizomas constituyen la
fuente de generacién de nuevas
plantas para el aumento de la
poblacién y expansién de la
especie (Francis 1983).
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A pesar de la gran produccién
de semilla, la propagacion
de cana flecha por métodos
sexuales es baja debido a los
altos niveles de inviabilidad
seminal, especialmente en el
caribe himedo colombiano. Esto
hace que la propagacién natural
ocurra preferencialmente de
forma asexual y a un ritmo lento.

La necesidad de desarrollar
métodos eficientes de
propagacion de plantas de
cana flecha que proporcionen
suficiente material para la
siembra de cultivos comerciales
y detengan el proceso de
erosidén genética causado por la
extraccion masiva continua en
las poblaciones naturales de la
planta, ha motivado el desarrollo
de algunas investigaciones
cientificas.

Ballesteros y Guardo (1988)
evaluando el efecto del tamafioy
la orientacion de estacas tomadas
a partir de tallos aéreos, rizomas
e hijuelos sobre la produccién
de nuevas plantas, encontraron
que los mejores resultados,

con relacién al porcentaje de
produccién de nuevos brotes
y la longitud promedio de los
brotes producidos, se obtuvieron
cuando se plantaron estacas
con 3 - 4 nudos tomadas de
tallos aéreos y sembrados
verticalmente. Similares
resultados fueron observados
cuando los propagulos
consistieron de porciones de
rizomas con 3 - 4 nudos, e
hijuelos de tamano mediano a
grande. En el mismo sentido,
Gonzdlez (1997) observd que
la colocacién de las estacas en
forma horizontal en el medio de
propagacion indujo un mayor
porcentaje de enraizamiento.
Garcia y Hernandez (2004)
evaluando el uso de hormonas
(auxinas) en la eficiencia de la
propagacion, sumergieron la
base de las estacas por 12 horas
en soluciones con 2,4,6y8g |
de acido naftalenacético (ANA)
y acido indolbutirico (AIB), en
formaseparaday en conjunto.Los
analisis de los datos mostraron
que los tratamientos aplicados
no contribuyeron a incrementar
significativamente el porcentaje
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de enraizamiento, observandose
que de forma inversa algunas
de las cantidades de producto
aplicadas resultaron en niveles
de enraizamiento menores a los
del tratamiento control.

Un segundo estudio donde
las cantidades de los mismos
productos fueron reducidas
(40, 80, 60 y 120 mg I"") resulté
en un ligero aumento de los
porcentajes de enraizamiento,
especialmente cuando las
estacas fueron tratadas con las
dosis mas bajas (Hernandez et
al., 2005).

Los resultados de los estudios
anteriores muestran que la cafna
flecha no es una planta dificil
de enraizar, ya que produce
raices incluso sin un suplemento
de auxinas exdgenas; sin
embargo, el tiempo que toman
las estacas para alcanzar un
buen enraizamientoy el tamafo
necesario de los propagulos
para poder enraizar, dificultan
la aplicaciéon de esta técnica
de propagacién dirigida como
un mecanismo eficiente para

la produccién clonal masiva de
plantas.

La micropropagacion tiene
ventajas comparativas con
respecto a otras técnicas de
propagacion asexual como son
la multiplicacion de plantas en
periodos cortos de tiempo, el
uso de espacios reducidos, la
produccion de nuevos individuos
a partir de plantas que no
producen semillas viables, o
que tienen dificultades para
multiplicarse por estacas, la
posibilidad de obtener plantas
sanas a partir de material
infectado con microorganismos
sistémicos y la alta uniformidad
del material producido (Kane
1996; Suarez 2020).

El objetivo del presente trabajo
fue desarrollar un protocolo de
micropropagacién de plantas
de cana flecha con el fin de
producir masivamente material
de siembra clonal para ser
utilizadas en el establecimiento
de cultivos comerciales. Los
resultados obtenidos estan
dirigidos a contribuir con el
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desarrollointegral de la actividad
artesanal y reducir el impacto de
la misma en el medio ambiente
presentando una alternativa
para disminuir los niveles
de extraccion a partir de las
poblaciones naturales de esta
especie.

MATERIALES Y METODOS

El material vegetal para la
realizacion de los experimentos
consistio de segmentos nodales
de aproximadamente 5 cm
de longitud con varias yemas
axilares, los cuales fueron
aislados a partir de brotes basales
(hijuelos) desarrollados de plantas
adultas de la variedad “Criolla”
establecidas en la coleccion de
germoplasma de cana flecha
de la Granja Experimental de la
Facultad de Ciencias Agricolas de
la Universidad de Cordoba.

Las hojas y las vainas fueron
removidas de los segmentos
nodales seleccionados, y estos
fueron colocados en remojo con
agua potable por un periodo

de 1 hora. Posteriormente,
se seccionaron porciones de
aproximadamente 2 cm de
longitud conteniendo al menos
unayema axilar, las cuales fueron
desinfectadas superficialmente.

La solucion desinfectante se
preparo al 1.25% de hipoclorito
de sodio mezclado un 20 pl
de Tween 20®. La desinfeccion
superficial se realizé por un
periodo de 20 minutos en
constante movimiento.
Transcurrido el tiempo de
desinfeccién superficial, los
explantes fueron enjuagados
tres veces con agua destilada
estéril en condiciones asépticas
en el interior de una camara de
flujo laminar. Los extremos de
las porciones nodales blandas,
originados por el efecto de la
solucion desinfectante, fueron
removidos con la ayuda de un
bisturi estéril.

Los explantes desinfectados
fueron establecidos en medios
de cultivo semi sélidos. Tres
diferentes formulaciones de
Murashige y Skoog (MS) (1962)
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[completo(MS),MSsuplementado
con carbdén activado a una
concentracion de 200 mg I
(MSCA) y MS suplementado
con concentraciones de 0.1 mg
I de ANA y 0.3 mg I'' de BAP
(MSAB)] fueron evaluadas para
determinar su efecto sobre el
establecimiento de los explantes
en condiciones in vitro. Cada
formulacién de medio fue
suplementada con (enmg|') con
los siguientes componentes: mio
inositol (100), sacarosa (30000),
tiamina HCI (0.4) y TC agar (8000)
(Sigma Co.). Aproximadamente
30 ml de medio fueron vertidos
en frascos de vidrio de 125 cm?
de capacidad y un explante fue
establecido en cada recipiente,
el cual fue cubierto con dos
capas de papel aluminio
y sellados con Parafilm®. Los
explantes establecidos fueron
almacenados a una temperatura
de 25 °C y luminosidad diaria
de 12 horas (40 pmol m=2 s?)
con tubos halégenos de luz fria
fluorescente.

Los tratamientos aplicados
fueron distribuidos utilizando

un diseno completamente al
azar con 15 repeticiones para
cada tratamiento. Al final de
la cuarta semana de cultivo se
registré el nimero de explantes
que sobrevivieron y el nimero
de explantes que desarrollaron
Organos (yemas y raices).

Con el fin de determinar las
mejores condiciones para
inducir la proliferacién de
yemas axilares y el crecimiento
de nuevos tallos, los brotes
establecidos fueron transferidos
a un medio de cultivo MS
semisoélido independientemente
suplementado con cuatro
concentraciones (0.5; 1.0;
2.0y 4.0 mg |"") de BAP. Estos
tratamientos fueron comparados
con un control absoluto y un
tratamiento suplementado con
0.1mgl'de ANAy 0.3 mgl'de
BAP.

Al igual que en la etapa de
establecimiento, todos los
medios fueron adicionados (en
mg mg ") con mioinositol (100),
sacarosa (30000), tiamina HCI
(0.4) y TC agar (8000) (Sigma Co.).
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Las condiciones ambientales
para el cultivo de los explantes
fueron similares a las del estado
de establecimiento.

Cada tratamiento fue repetido
15 veces, y las unidades
experimentales, consistentes de
un explante por cada recipiente,
fueron distribuidas utilizando
un diseho completamente
al azar. Los explantes fueron
cultivados bajo las condiciones
anteriormente descritas durante
cuatro semanas, al final de las
cuales se registré el numero de
nuevos tallos producidos por cada
explante y el tamafo promedio
de los nuevos tallos originados.
Los datos colectados para cada
variable fueron procesados con
un analisis de varianza con base
en el modelo estadistico V=u+
i +e; donde y fue el promedio
general, i correspondi6 al efecto
del tratamiento para inducir
la multiplicacién caulinar y e
correspondio efecto del error
experimental. Adicionalmente,
los promedios de los tratamientos
fueron separados mediante la
prueba de Tukey (o = 0.05).

Los tallos axilares producidos en
el estado Il fueron proliferados
utilizando el tratamiento
que indujo la mayor tasa de
multiplicacién, y posteriormente
fueron transferidos a medios
de enraizamiento con el fin
de determinar las mejores
condiciones para el enraiza-
miento en condiciones in vitro.

Seis tratamientos consistentes
de un control absoluto y cinco
tratamientos con diferentes
concentraciones (0.5; 1.0;
2.0; 3.0 y 4.0 mg I'") de ANA
fueron independientemente
suplementados en un medio
semi solido con (en mg I'') mio
inositol (100), sacarosa (30000),
tiamina HCI (0.4) y TC agar (8000)
(Sigma Co.).

Cada tratamiento fue repetido
15 veces y las unidades
experimentales fueron
distribuidas utilizando un disefio
completamenteal azar.Los cultivos
fueron mantenidosen condiciones
similares a las indicadas para las
etapas | (Establecimiento) y I
(Multiplicacién).
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Después de 4 semanas de
cultivo se registré el numero
de explantes que produjeron
raices, el numero de raices por
explante y la longitud de cada
raiz, con lo cual se calculé el
porcentaje de enraizamiento
por cada tratamiento, el
numero promedio de raices
producidas por cada explante
y la longitud promedio de las
raices producidas en cada uno
de los tratamientos evaluados.
Los datos registrados fueron
analizados con un andlisis de
varianza con base en el modelo
estadistico V=u+i+e; donde
p correspondié al promedio
general, i correspondi6 al efecto
del tratamiento de enraizamiento
aplicadoy efue el efecto del error
experimental. Los promedios
fueron separados utilizando una
prueba de separacion de medias
de Tukey (o = 0.05).

Para evaluar la necesidad
del enraizamiento in vitro en
la adaptacion de las plantas
micropropagadas de cana flecha
a las condiciones normales
ex vitro, se tomaron plantas

enraizadas con 0.5 mg I'' de
ANA y se transplantaron en
un sustrato de propagacion
compuesto por una mezcla
estéril de arena, arcillay cascarilla
de arroz en una proporcion en
volumen 1:1:1. El sustrato fue
depositado en bandejas con 24
orificios, donde en cada uno
de los cuales se transfirié un
cluster compuesto por 3 -4 tallos
enraizados. Simultaneamente,
clusteres micropropagados
con igual numero de tallos,
pero tomados directamente de
la etapa Il (Multiplicacion de
propdagulo) previo a la etapa
de enraizamiento, fueron
trasplantados a las bandejas en
condiciones similares a los tallos
enraizados.Todos los propagulos
trasplantados (140 por cada
tratamiento), fueron colocados
dentro de un umbraculo cubierto
con una polisombra del 70%
de cobertura y una frecuencia
de riego por aspersién de 30
segundos cada 12 minutos. Al
final de la primera semana todas
las plantas fueron trasladadas
dentro del mismo umbraculo a
un sitio con una cobertura del



Biotecnologia Aplicada a la Cafna Flecha

50% y una frecuencia de riego
de 12 segundos cada hora, para
finalmente a la cuarta semana
colocarlas bajo una cubierta con
70% de luminosidad y cuatro
riegos diarios de 30 segundos
cada uno. Al final de la octava
semana, se registré el numero
de plantas que sobrevivieron
y se realizaron observaciones
para determinar la ocurrencia de
alguna diferencia morfoldgica
evidente en las plantas
recuperadas.

El pH de todos los medios de
cultivo empleados fue ajustado
a un valor de 5.7 - 5.8 con KOH
o HCI previo a la adicién del
agar. Los medios fueron vertidos
en los recipientes de acuerdo
con los requerimientos de cada
experimento y esterilizados en
un autoclave a una temperatura
de 121 °C y una presién de 1.1
kg cm™ por un periodo de 15
minutos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos obtenidos mostraron
que todos los explantes
establecidos en el medio
de cultivo MS sobrevivieron
al establecimiento en las
condiciones in vitro, mientras
que so6lo el 60% de los explantes
establecidos en los medios de
cultivo MSAB y MSCA lograron
sobrevivir.

La supervivencia de los
explantes una vez transferidos
a las condiciones in vitro, son el
resultado de la interaccién del
estado fisiolégico de la planta
madre de la cual fueron aislados,
y de las condiciones ambientales
suministradas durante el periodo
de adaptacién (control de la
contaminacion, tipo de medio,
temperatura y luz); no obstante,
es posible que el genotipo
tenga algun efecto relacionado.
Previamente, fue observado
que el mayor porcentaje de
supervivencia en explantes de
cana flecha del cultivar UC121
ocurrié en presencia de MSAB,
(80%) mientras que aquellos
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establecidos en medio MS
completo sobrevivieron en un
67%, (Suarez etal., 2009).

Las observaciones realizadas en
el presente estudio evidenciaron
que los explantes sobrevivientes
desarrollaron nuevos brotes pero
no llevaron a cabo la formacion
de raices (Figura 4). Los datos
registrados mostraron que el
mayor porcentaje de formacion
de nuevos brotes (60%), al igual
queelmayor promedio de nuevos

Figura 4. Emision de nuevos brotes a partir
de un explante de cafa flecha (Gynerium
sagitatum Aubl.) cultivar "Criolla” en
condiciones in vitro.

brotes por explante (3 brotes por
explante) ocurrié cuando los
explantes fueron establecidos
en el medio MSAB. El medio
MSCA indujo la formacién de
nuevos brotes en los explantes
en un 40%, con un promedio
de dos brotes por cada explante
establecido; mientras que el
menor porcentaje de explantes
con formacién de nuevos brotes,
al igual que el promedio mas
bajo de nuevos brotes por
explante (1.4), fue observado en
aquellos establecidos el medio
MS basico, donde solo la mitad
de los explantes sobrevivientes
experimentaron emergencia de
nuevos brotes.

Los resultados obtenidos
permiten inferir que los
explantes de la variedad “Criolla”
producen un mayor nimero de
brotes durante el proceso de
establecimiento, en comparacion
con los explantes del cultivar
UC121, donde se observé un
promedio maximo de 0.86
nuevos brotes por cada explante
(Pastrana y Suarez 2009).
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Las observaciones realizadas
permitieron determinar que
la emergencia de los nuevos
brotes ocurrié a partir de las
yemas axilares presentes en los
explantes establecidos (Figura 5).

El analisis realizado a los datos
registrados, permitié observar
que el suplemento de BAP en el
medio de cultivo incrementé de
forma significativa (Pr< 0.0001) el
promedio del nimero de nuevos
brotes producidos por cada
explante (Figura 6).

Figura 5. Multiplicacién axilar de tallos
de cafa flecha (Gynerium sagitatum Aubl.)
cultivar “Criolla” en condiciones in vitro.
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Figura 6. Efecto de diferentes tratamientos (1 = control, 2= 0.1 mg I ANA + 0.3 mg I
BAP,3=0.5mg " BAP, 4=1.0mg|"BAP,5=2.0 mg | BAPy 6 = 4.0 mg I BAP) sobre la
multiplicacion in vitro de cafa flecha (Gynerium sagitatum Aubl.) cultivar “Criolla”.
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El mayor promedio de formacion
de nuevos brotes se presentd
cuando los explantes fueron
cultivados en presencia de medio
y 1 mg |I" de BAP; los mismos
datos muestran que cantidades
de BAP >1 mg I"'reducen la tasa
de multiplicacion al compararse
con los niveles anteriores, lo que
indica una posible sobredosis
con efectos negativos para la
capacidad de multiplicacion del
explante.

Algunos estudios en especies
relacionadas soportan el efecto
inductor de las citocininas en la
proliferacion de brotes a partir de
explantes con meristemos pre-
existentes de especies gramineas
del tipo bambu. Pattanavibool y
Ramyarangsi (2007) reportaron
una tasa de hasta 17.5 nuevos
brotes al cultivar explantes
de Bambusa nana Roxb. en
un medio MS suplementado
con 4.5 mg I"" de BAP. Mishra
et al. (2001), al multiplicar in
vitro Dendrocalamus strictus
(Roxb.), observaron una tasa de
multiplicacion de 3.29 nuevos
brotes con un suplemento de mg

I de BAP, la cual se incrementé
a 4.59 brotes por explante al
adicionar 0.5 ml de triacontanol
por 0.5 I. Jiménez et al. (2006)
al micropropagar Guadua
angustifolia Kunt reportaron
una tasa de ocho brotes por
explante con una concentracién
entre 2y 3 mg ' de BAP, mientras
que Marulanda et al. (2005)
reportaron una tasa de hasta
12 nuevos brotes en explantes
de la misma especie con un
suplemento de 5 mg I de BAP.

Algunosestudiosdemuestranque
el efectoinductor de proliferacién
caulinar de las citocininas en
los explantes no es un evento
generalizado y uniforme. El
suministro de BAP resulté en
una disminucién de la tasa de
multiplicacion de explantes de
cana flecha del cultivar UC121
con respecto al tratamiento
sin suministro de BAP (Suarez
et al. 2009). Adicionalmente,
Ndiaye et al. (2006), al cultivar
explantes in vitro de Bambusa
vulgaris Schrad., no observaron
ningun efecto significativo como
resultado de la adicién de BAP



Biotecnologia Aplicada a la Cafna Flecha

en el medio. Estos resultados
apoyan la hipétesis del posible
efecto del genotipo sobre la
respuesta de los explantes en
condiciones in vitro.

La combinacién de BAP y ANA
incrementd significativamente
la tasa de multiplicacién con
respecto al tratamiento control,
aunque estafue estadisticamente
inferior a la obtenida en
presencia de 0.5 0 1.0 mg | de
BAP. Estos resultados coinciden
parcialmente con trabajos
previos donde se reportaunatasa
promedio de 12 nuevos brotes
por explante del cultivar UC121
con un suplemento conjunto
de 0.1mg I de ANA y 0.3 mg
I" de BAP (Suarez et al.,, 2009).
Similarmente, Beltrany Sehuanes
(2004) alcanzaronlamayortasade
multiplicacién en cana flecha con
un suplemento de 2-4 mg I de
BAP, combinado con suministros
de ANA correspondientesa ¥z de
la concentracién de BAP.

El uso combinado de auxinas y
citocininas en la multiplicacion
in vitro ha sido previamente

reportado en este mismo tipo
de plantas. Kalia et al. (2004)
reportaron una tasa de 10,3
nuevos brotes al cultivar
explantes con meristemos pre-
existentes de Bambusa nutans
Roxb en un medio semisélido
suplementado con 5 mg | de
BAPy 1.25mg|" de ANA. Sanjaya
et al. (2005) obtuvieron tasas
de hasta 125 nuevos brotes por
explante cada 50 dias al cultivar
explantes de Pseudoxytenanthera
stocksii Munro en un medio de
cultivo MS liquido suplementado
con 0.5 mg I de ANAy 1 mg
I de BAP. Kapoor y Rao (2006)
utilizaron dosis combinadas de
0.56 a 1.12 mg I de BAP con 5
mgl'de ANAy0.1 mgl'deécido
giberélico (GA,) en la induccién
derizomas invitroy desarrollo de
brotes de Bambusa bambos (L.).

El analisis de los resultados del
tamano de los brotes producidos
apartirdelosexplantes cultivados
en el medio de multiplicacion
permitié determinar que los
tratamientos aplicados redujeron
significativamente lalongitud de
los nuevos brotes (Figura 7).
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La mayor longitud promedio de
tallos se registré en los brotes
desarrollados en el tratamiento
control absoluto, mientras que
los brotes desarrollados en los
medios suplementados con BAP
disminuyeron su tamano en
la medida en que se aumento
la concentracion de éste
regulador. Resultados similares
a los observados en la presente
investigacién fueron reportados
por Sudrez et al. (2009) en cana
flecha y Ndiaye et al. (2006) en
Bambusa vulgaris Schrad.

Salisbury y Ross (1994) afirman
quelascitocininas puedeninducir

el alargamiento de los brotes
solo cuando son adicionadas de
forma simultanea con auxinas
o giberelinas en el medio. Esta
respuesta fue corroborada en
el presente estudio, donde
pudo observarse que los brotes
cultivados en el tratamiento
suplido con auxinasy citocininas
desarrollaron una longitud
significativamente mayor a los
suplementados con las dosis mas
altas de citocininas.

El desarrollo y crecimiento de
raices adventicias en los brotes
micropropagados de cana flecha
ocurrio en todos los tratamiento
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Figura 7. Efecto de diferentes tratamientos (1 = control, 2 = 0.1 mg I" ANA + 0.3 mg I
BAP,3=0.5mg " BAP, 4=1.0mg|"BAP,5=2.0 mg | BAP y 6 = 4.0 mg I BAP) sobre la
multiplicacién in vitro de caia flecha (Gynerium sagitatum Aubl.) cultivar “Criolla".



Biotecnologia Aplicada a la Cafna Flecha

evaluados, incluyendo aquellos
donde no hubo suministro de
ANA de forma exdgena (Figura 8).

Los datos registrados y analizados
permitieron determinar que la
adicién de ANA incrementé de
forma significativa el numero
de raices por brote y disminuyo
significativamente la longitud
promedié delasraices producidas
probablemente en beneficio
del nimero de raices formadas
(Figuras 9y 10).

Las observaciones realizadas
muestran que el suministro de
auxinas exdgenas no es necesario
para que ocurra la formacion de
raices adventicias en el cultivar
“Criolla” de cana flecha. Esta
condicion es un indicativo de
la facilidad de enraizamiento
de la especie, lo cual ha sido
igualmente observado en
estudios previos (Hartmann et
al., 2000; Garcia y Hernandez
2004; Suarez et al., 2009). Sin
embargo, los datos muestran que
un suplemento de al menos 0.5
mg I de ANA es necesario para
poder obtener un niumero de

Figura 8. Formacion de raices en brotes
de cafia flecha (Gynerium sagitatum Aubl.)
cultivar “Criolla” sin suministro de auxinas
exdgenas.

10 o mas raices adventicias con
un tamano <1 cm de longitud
(Figuras 9y 10), lo cual no sélo
aumenta las probabilidades de
superviviencias al momento del
transplante a las condiciones
in vitro, sino que es también
claro que las raices con tamano
reducido permiten un manejo
mas facil durante la transferencia
y evitan la realizacién de podas
radicales en esta etapa del
proceso.
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Figura 9. Efecto de diferentes tratamientos (1 = control, 2 =0.5 mg I" ANA,3=1.0mg I
ANA,4=2.0mg|"ANA,5=3.0mg " ANA,y 6 =4.0 mg I ANA) sobre el nimero de raices
adventicias por explante de cafa flecha (Gynerium sagitatum Aubl.) cultivar “Criolla”.

Suarez et al. (2009) observo
niveles de enraizamiento
mayores a los resultados del
presente estudio durante el
enraizamiento de cana flecha
cultivar UC121, reportando un
promedio superior a 40 raices
por brote y longitud promedio
de raiz <1 cm en presencia de
0.5 mg I"" de ANA. Beltran y
Sehuanes (2004) reportaron el
mayor enraizamiento in vitro
en cafa flecha con dosis de 4-6
mg I de AlA, lo cual indica un
posible efecto del tipo de auxina
suplementado o del genotipo
estudiado (Kane 1996).

Estudios relacionados en otras
especies gramineas del tipo
bambu sugieren un efecto del
genotipo en la respuesta al
enraizamiento in vitro. Mishra et
al. (2001) reportaron el mayor
porcentaje de enraizamiento
(55.66%) de tallos de
Dendrocalamus strictus Roxb. con
unsuplementode3mgl'de ANA.
Jiménez et al. (2006) observaron
un enraizamiento completo
(100%) en brotes axilares de
Guadua angustifolia Kunt en un
medio sin suministro de auxinas.
Saxena (1990) reportd un 90%
de enraizamiento en brotes de
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Figura 10. Efecto de diferentes tratamientos (1 = control,2=0.5mg ' ANA,3=1.0mg|"
ANA,4=2.0mg " ANA,5=3.0mgI" ANA,y 6 =4.0 mg I ANA) sobre la longitud de raices
adventicias por brote de cana flecha (Gynerium sagitatum Aubl.) cultivar “Criolla”.

Bambusa tulda Roxb. cultivados
en un medio MS suplementado
con 1.75 mg I de AIA. Ndiaye
et al. (2006) reportaron un
enraizamiento maximo de
45.83% de brotes de Bambusa
vulgaris Schrad cuando fueron
cultivados con dosis 220 mg ' de
AIB. Pattanavibool y Ramyarangsi
(2007) alcanzaron un 90% de
enraizamiento en brotes de
Bambusa nana Roxb. cultivados
en medio MS suplementado
con 18.62 mg I" de ANA. Shiriny
Rana (2007) obtuvieron la mayor
tasa de enraizamiento en brotes

Bambusa glaucescens Willd. con
un suplemento de 5.1 mg | de
AIB.

El proceso de adaptacidén
realizado permitiélarecuperaciéon
de plantas completamente
acondicionadas a el ambiente ex
vitro con crecimiento y aspecto
normal (Figura 11).

Los datos colectados permitieron
observar que tanto los clusteres
de tallos transplantados con
un enraizamiento previo en
condiciones in vitro, y aquellos
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Figura 11. Plantas micropropagadas de
cana flecha (Gynerium sagitatum Aubl.)
cultivar “Criolla” adaptadas a condiciones
ex vitro.

transplantados directamente
después de la multiplicacion y
sin enraizar, lograron sobrevivir
en un 100% en cada caso. Estos
resultados permiten demostrar
que bajo las condiciones en
las cuales fue desarrollado el
presente estudio, los brotes
micropropagados de cana
flecha pueden ser transferidos
directamente de la etapa Il
(multiplicacion de propagulo) a
la etapa IV (aclimatacion ex vitro)
sin que la tasa de recuperacion
de plantas se vea afectada por
la ausencia del enraizamiento in
vitro (etapa lll).

La supervivencia de plantas
micropropagadas transferidas

a la etapa IV sin previo
enraizamiento in vitro ha sido
reportado en diversos estudios.
Lara et al. (2003) lograron
un 80% de recuperaciéon en
plantas de Psycotria acuminata
Benth. después de transferir
los tallos multiplicados
directamente a condiciones ex
vitro sin enraizamiento previo.
Similarmente, Martin et al. (2003)
reportaron la recuperacién del
89.2% de plantas de Wedelia
chinensis (Osbeck) después de
multiplicar los brotes in vitro e
inducir el enraizamiento de los
mismo en condiciones ex vitro.

En la micropropagacién de
cana de azucar, ademas del
enraizamiento in vitro, la emision
de nuevas hojas y la produccion
de raices eficientes en la toma
de agua y nutrientes son
necesarios para que las plantas
micropropagadas transferidas
a condiciones ex vitro puedan
lograr la independencia
nutricional e hidrica para
continuar su desarrollo (Jelaja
et al., 2008), mientras que en
maderables como Tabebuia
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rosea el enraizamientoin vitro es
necesario para poder alcanzar
algun grado de supervivencia
de las plantas micropropagadas,
lo cual indica un efecto marcado
del genotipo sobre la adaptacion
a las condiciones ex vitro (Suarez
etal., 2006).

La posibilidad de enraizar y
adaptar plantas micropro-
pagadas directamente del
estado de multiplicacién,
aumenta de forma significativa
la eficiencia del proceso de
micropropagacién, ya que
reduce el tiempo de produccion
y disminuye el empleo de mano
de obra y el uso de insumos.
Adicionalmente, disminuye los
riesgos de pérdida de material
por la manipulacién inherente
al estado de enraizamiento
y la contaminacién con
microorganismos.
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IV. MICROPROPAGACION DE TRES VARIEDADES
(“Criolla”, “Martinera” y “Costera”) DE CANA FLECHA
(Gynerium sagitatum Aubl.)
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'Universidad de Cérdoba, Instituto de Biotecnologia Aplicada para el Caribe
Colombiano - IBAC

INTRODUCCION

La variedad o ecotipo de
cana flecha “Criolla” es la mas
sembrada y utilizada en Ia
elaboracion  de  artesanias.
Sin embargo, existen otros
cultivares que se destacan
por sus caracteristicas morfo
agrondmicas individuales que
facilitan la elaboracién de ciertas
artesanias y/o manufacturas
en funcién de sus distintas
cualidades de fibra, el largo y
ancho de la laminar foliar, y su
textura. Estas requieren una
manipulacién distintivaala hora
de su procesamiento, lo que
permite obtener un producto

con diferentes especificaciones

de calidad acorde a las
preferencias del mercado.

La implementacion de
micropropagaciéon ha permitido
establecer y multiplicar
in vitro plantas de cafa

flecha alcanzando tasas de
multiplicacion entre 125 y 25
nuevos brotes por explante,
mostrando un eficiente
enraizamiento in vitro y una
excelente adaptacion de las
plantas a las condiciones ex
vitro en condiciones enraizadas
o sin enraizar; sin embargo,
estos estudios fueron realizados
utilizando explantes del cultivar



o variedad “Criolla” (Suarez et
al, 2009; Pastrana y Suarez
2009; Lopez 2013; Suarez et al.,
2017). Ademas de la variedad
“Criolla” existen variedades de
cana flecha como “Martinera”
y “Costera’; las cuales se
cultivan por sus caracteristicas
especificas de fibra u otras
ventajasqueson utiles paraotros
usos alternos a la manufactura
de artesanias para las cuales
no se han determinado las
condiciones de multiplicaciénin
vitro y adaptacioén a condiciones
ex vitro, lo cual puede contribuir
con el aprovechamiento de
estos genotipos en el cultivo
comercial para la obtencién de
fibra en cantidades industriales.

MATERIALES Y METODOS

El material vegetal para el
establecimiento de los cultivos
y evaluacién de las etapas
multiplicacion, enraizamiento
y adaptaciéon ex vitro fue
obtenido a partir de plantas de
cana flecha de las variedades
“Criolla”, “Martinera” y “Costera’,

Micropropagacién de tres variedades de Cana Flecha

las cuales se encontraban
establecidas en condiciones in
vitro en frascos de vidrio de 250
cm?® de capacidad con 30 ml de
medio de cultivo semisélido
MS (Murashige y Skoog 1962)
suplido con (en mg ["): mio
inositol (100), sacarosa (30000),
tiamina HCl (0.4) y Phytagel
(4000) (Sigma Co.). Las plantas
se cultivaron por espacio de un
ano, contransferenciasde medio
de cultivo fresco cada cuatro
semanas, a una temperatura
de 25 °C y luminosidad diaria
de 12 horas (40 pmol m? s?)
con tubos haldégenos de luz
fria fluorescente, Para evaluar
la multiplicacién de tallos in
vitro, se establecieron clusteres
formadospor3tallosdecadauna
de las variedades en recipientes
con 30 ml de medio de cultivo
MS semisolido suplementado
independientemente con 4
concentraciones (0.0; 0.5, 1.0 y
1.5 mg I'') de BAP y adicionados
por igual con (en mg I"): mio
inositol (100), sacarosa (30000),
tiamina HCI (0.4) y agar (8000)
(Sigma Co®). Los cultivos se
establecieron en frascos de
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250 cm?, los cuales fueron
cubiertos con dos capas de
papel aluminio y sellados con
Parafilm® para posteriormente
almacenarlos en  estantes
horizontales a una temperatura
de 25 °C y luminosidad diaria
de 12 horas (40 umol m? s?)
durante 4 semanas. Los clusteres
de 3 tallos multiplicados en
el tratamiento con la mayor
tasa de multiplicacion fueron
transferidos a medio de
enraizamiento consistente de
medio con una formulacién
similar a la del medio de
multiplicacion pero suplido con
cuatro concentraciones (0.0, 0.5,
1.0y 1.5 mg I") de ANA (acido
naftalenacético) en reemplazo
de BAP. Los cultivos fueron

mantenidos en las mismas
condiciones ambientales
descritas para la etapa de

multiplicacion, y al final de la
cuarta semana se registré para
cada tratamiento el numero de
raices producidas y la longitud
promedio de las raices (cm).
Tanto para la evaluacién de
proliferacion de propdgulos
como paralaformaciénderaices

adventicias, cada tratamiento se
repitié 10 veces para un total de
40 unidades experimentales por
tratamiento, las cuales fueron
distribuidas  utilizando  un
disefio completamente al azar.
Los datos colectados para cada
variable fueron procesados
con un andlisis de varianza con
base en el modelo estadistico
Yl.j.:u+i+j+ij+eij,dondeu
fue el promedio general, i
correspondié al efecto de las
variedades, j fue el efecto de
BAP o ANA y e fue el efecto
del error experimental. Los
promedios de los tratamientos
fueron separados mediante
la prueba de Tukey con un a =
0.05. Para evaluar la eficiencia
del proceso en la adaptacion ex
vitro, plantas enraizadas de cada
variedad fueron trasplantadas
en bandejas plasticas con 72
alveolos conteniendo turba
como sustrato, donde en cada
alveolo se transfirié un cluster
con 5 a 6 tallos enraizado en
el tratamiento que arrojé los
mejores resultados en la etapa
de enraizamiento. Tres bandejas
fueron establecidas con plantas



decadavariedad parauntotalde
216 plantas por variedad y 648
plantas de las tres variedades.
Las bandejas fueron colocadas
en una casa malla (50% de
cobertura) con un riego por
aspersiéon de 1 minuto diario.

RESULTADOS Y DISCUSION
Los analisis estadisticos
permitieron detectar la
presencia de diferencias
estadisticamente significativas
(Pr< 0.05) en numero de tallos
nuevos y la longitud de los
mismos como efecto de los
factoresvariedad, concentracion
de BAP y la interaccién de los
dos. En las variedades “Criolla”
y “Martinera” las mayores tasas
de multiplicacién se observaron
cuando los explantes fueron
cultivados en medio adicionado
con 1.0 mg I" de BAP, mientras
que para la variedad “Costera”
el mayor numero promedio
de tallos se presentd en el
tratamiento suplido con 0.5 mg
I de BAP; de forma contraria, las
menores tasas de multiplicacion
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para las tres variedades se
presentaroncuandoestasfueron
cultivadas en medio sin adicion
de BAP. Los datos colectados
evidenciaron que para las
variedades“Criolla”y“Martinera’,
las concentraciones de 0.5 vy
1.0 mg ' de BAP indujeron
un incremento significativo
del numero de tallos con
respecto al tratamiento control,
mientras que concentraciones
superiores redujeron los valores
de esta variable; de forma
diferente, para la variedad
“Costera” la disminucién del
valor de esta variable inicié
con la concentracién de 0.5
mg |’ (Tabla 1). En cuanto
al tamano de los tallos, los
tratamientos adicionados
con distintos niveles de BAP
redujeron  significativamente
el tamano promedio de los
tallos comparados con el
tratamiento donde no se
adicion6 BAP al medio de
cultivo en las tres variedades;
siendo la concentracién de 1.5
mg I de BAP la que indujo los
tallos con la menor longitud
promedio. Durante la etapa de
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Tabla 1. Multiplicacién in vitro de tres variedades de cafa flecha (Gynerium
sagitatum Aubl.) en medio con diferentes niveles de BAP.

BAP Numero de tallos

(mg ) Criolla Martinera Costera
0.0 12.3 D* 82D 99 D
0.5 108.6 AB 78.0 AB 349 C
1.0 121.6 AB 1293 A 318 C
1.5 71.4 AB 714 B 238 C

*Valores con la misma letra no son diferentes estadisticamente de acuerdo con la prueba
de separacién de medias de Tukey (a = 0.05).

multiplicacion de propagulo,
se pudo observar de manera
similar para las tres variedades,
una relacién inversa entre la
proliferacion de tallos y su
respectiva longitud (Tabla 2).

Los tallos multiplicados vy
transferidos a la etapa de
enraizamiento mostraron

formacion de raices en todos
los tratamientos, incluyendo
el tratamiento control; sin
embargo, los resultados del
analisis de varianza mostraron
la presencia de diferencias
estadisticas (Pr< 0.05) con
respecto al nimero de raices
y la longitud promedio de las
mismas como resultado de

Tabla 2. Longitud (cm) de tallos de tres variedades de cafa flecha (Gynerium
sagitatum Aubl.) multiplicadas in vitro en medio con diferentes niveles

de BAP.
BAP Longitud de tallos (cm)

(mg 1) Criolla Martinera Costera
0.0 13.4 A* 11.3 AB 99 D
0.5 52 CD 56 C 349 C
1.0 33 FE 3.9 DE 31.8 C
1.5 25 F 34 FE 23.8 C

*Valores con la misma letra no son diferentes estadisticamente de acuerdo con la prueba
de separacién de medias de Tukey (o = 0.05).



las concentraciones de ANA,
el efecto de las variedades y
de la interaccion de estos dos
factores.

Los mayores promedios de
formacion de raices adventicias
se registraron en los tallos
cultivados en presencia de las
dosis mas altas (1.0 y 1.5 mg
I") de ANA; sin embargo, en
todos los casos, la adicion de
la dosis minima de ANA (0.5
mg I") indujo la formacion
de un numero >20 raices por
tallo (Tabla 3). Con respecto
a la longitud de las raices
producidas, para las variedades
“Criolld” y “Martinera” la raices
con mayor longitud crecieron
a partir de tallos cultivados en
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medio sin ANA disminuyendo
de manera proporcional con el
aumento de la dosis de ANA en
cada uno de los tratamientos;
mientras que en la variedad
“Costera’; la respuesta de
esta variable no mostré una
tendencia definida con relaciéon
al incremento o disminucién
de la concentracion de ANA
(Tabla 4). Para el trasplante a
condiciones ex vitro, las plantas
de todas las variedades fueron
enraizadas in vitro en medio
de enraizamiento con wuna
concentracién de 0.5 mg I de
ANA. Cuatro semanas después
del trasplante, se observé una
supervivencia del 100% en
todas las plantas de las tres
variedades, condiciones de

Tabla 3. Enraizamiento in vitro de tres variedades de cafa flecha (Gynerium
sagitatum Aubl.) en medio con diferentes concentraciones de ANA.

Numero de raices

ANA

(mg ) Criolla Martinera Costera
0.0 14.4 D* 70 D 54D
0.5 44.4 BC 43.8 BC 23.0 DC
1.0 53.8 BA 594 A 47.2 BC
1.5 63.6 BA 73.0 BA 56.7 BA

*Valores con la misma letra no son diferentes estadisticamente de acuerdo con la prueba
de separacién de medias de Tukey (a = 0.05).
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Tabla 4. Longitud de raices (cm) de tres variedades de cafha flecha (Gynerium
sagitatum Aubl.) enraizadasin vitroen medio con diferentes concentraciones

de ANA.

ANA Longitud de raices (cm)

(mg ) Criolla Martinera Costera
0.0 3.45 BA* 365 A 3.30 BA
0.5 2.35 EBDC 1.97 EDC 2.90 BDAC
1.0 1.82 ED 1.62 E 2.53 EBDAC
1.5 1.77 ED 1.59 E 3.01 BAC

*Valores con la misma letra no son diferentes estadisticamente de acuerdo con la prueba
de separaciéon de medias de Tukey (a = 0.05).

salud apropiadas y ausencia

total de anormalidades o
muestras de poca adaptacion.
El efecto inductor de

proliferacién caulinar de las
citocininas (BAP, Kinetina, 2ip,
thidiazuron) en tallos cultivados
en condiciones in vitro ha sido
evidenciadoencanaflechayotras
especies vegetales; sin embargo,
es necesario la evidencia
experimental para determinar
la concentracion que induce

los niveles de propagaciéon
mas eficientes con respecto
a tasas de multiplicacion,

tamano de los tallos y efecto
en la supervivencia (Suarez
et al., 2009; Suarez y Pastrana

2009; Suarez y Quintero 2011;
Sudrez 2020). Los resultados del
presente estudio mostraron que
el tratamiento mas eficiente para
la multiplicacion in vitro de las
variedades “Criolla”, “Martinera”
y “Costera” fue la adicién de
0.5 mg I de BAP. De las tres
variedades, “Costera” presentd
el menor numero promedio de
nuevos tallos correspondiente
a 34.9 brotes explante por cada
explante cultivado. Sin embargo,
en la dinamica de proliferacién
del cultivo in vitro, donde el
incremento en la produccién de
los brotes es de tipo logaritmico;
una tasa de multiplicacion de
10 nuevos brotes por explante,
con una base de 10 explantes,



en 15 meses podria producir
un numero superior al millon
de plantas (Lépez 2017; Suarez
2020), lo cual indica que con
los resultados obtenidos en el
presente estudio, incluso para la
variedad “Costera”, el protocolo
permite tasas de multiplicacion
mas eficientes que las obtenidas
por métodos convencionales de
propagacion (Hernandez et al.,
2005).

Los resultados presentes vy
previos indican que la cafha
flecha es una planta facil de
enraizar por su tendencia
a formar raices adventicias
incluso en medio simple sin
presencia de auxinas (Hartmann
et al.,, 2002; Suarez et al., 2009;
Pastrana y Suarez 2009; Lopez
y Sudrez 2018; Lépez 2017);
sin embargo, la aplicaciéon de
auxinas es una practica viable
y decisiva para la formacion de
raices, ya que permite adelantar
la iniciacion radical, incrementar
el numero y la calidad de raices,
aumenta la uniformidad vy
reduce el tiempo para el proceso
de enraizamiento y adaptacion
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alas condiciones ex vitro (Vargas
et al., 1999; Ramirez et al., 2004;
Oliva 2005). En el presente
trabajo, se pudo evidenciar que
la adicién de dosis minimas de
ANA (0.5 mg I") en el medio
garantizan la formacién de >40
raices de tamano reducido, lo
cual facilita el manejo de los
tallos al momento de retirarlos
de los recipientes para el
trasplante y contribuye con
la correcta adaptacion de las
plantas a las condiciones ex
vitro, en lo cual se observa
una supervivencia del 100%
en todas las variedades. La
realizacion del presente estudio
ha contribuido a demostrar
que la micropropagacion es
una herramienta con grandes
posibilidades para ser utilizada
en la produccién masiva de
plantas de cafaflechanosolode
lavariedad“Criolla”sino también
de las variedades “Martinera” y
“Costera” con lo cual se amplian
las posibilidades de establecer
cultivos comerciales y reducir
el impacto de Ila actividad
artesanal en las poblaciones
naturales de esta especie.
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INTRODUCCION

La implementacién de |Ia
multiplicacion in vitro como
un método de propagaciéon
de plantas de cana flecha ha
mostrado ser eficaz y eficiente
para producir excelente material
desiembradeformamasiva para
el establecimiento de cultivos y
disminuir el riesgo de extincion
de la especie; no obstante,
es un meétodo relativamente
costoso comparado con los
métodos convencionales de
propagacion (Guzman 2001;
Araméndiz et al.,, 2005; Suarez
et al., 2009; Pastrana y Suarez

2009). Algunos de los factores
que mas contribuyen con el alto
costo de las plantas producidas
a través de micropropagacion
lo constituyen el uso de agentes
gelatinizantes para el medio
de cultivo y la utilizacién de
mano de obra calificada para
realizar los subcultivos, por lo
que es necesaria la busqueda
de alternativas para reducir el
costo de las plantas producidas.
El agente gelatinizante es el
encargado de proporcionar
la  consistencia  semisolida
que garantiza la estabilidad
de las plantas y el paso de los
nutrientes de la formulacién de



nutrientes a los tejidos; por su
parte, los subcultivos realizados
por personal debidamente
entrenado son los que favorecen
la proliferacion y crecimiento de
los nuevos brotes que contaran
como la tasa de multiplicacion
necesaria para lograr las
grandes cantidades de material
que caracteriza los procesos de
micropropagacion. Se estima
que los dos componentes,
agente gelatinizante y mano
de obra, contribuyen con
aproximadamente el 50%
de los costos totales de las
plantas producidas a través
de  micropropagacién;  sin
embargo, para lograr una
adecuada transferencia de la
tecnologia de produccion de
plantas de cafa flecha y una
apropiacion social por parte de
las comunidades productoras
de fibra, es necesaria |la
busqueda de alternativas que
minimicen el uso de agente
gelatinizante y mano de obra
en la micropropagacion de las
plantas (Couselo et al., 2006;
Scherwinski-Pereira et al.,
2012). En el presente trabajo
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se analiza el efecto del uso de
medio de cultivo doble fase
en los costos de produccién
de plantas y la eficiencia de la
micropropagacion de diferentes
cultivares de cana flecha.

MATERIALES Y METODOS

Multiplicacion in vitro de
plantas de cana flecha
(Gynerium sagitatum Aubl. Var.
“Criolla”) en medio doble fase.
El material vegetal consistid
de plantas de cana flecha
de la variedad “Criolld”
cultivadas en condiciones in
vitro en medio semisolido MS
(Murashige y Skoog 1962) por
aproximadamente un ano,
con subcultivos periédicos a
medio fresco cada 4 semanas.
Los explantes consistieron de
clusteres de 3 tallos obtenidos
de plantas de 6 semanas de
crecimiento en medio fresco,
los cuales fueron establecidos
en recipientes de vidrio de
250 cm?® con 30 ml de medio
semisolido MS adicionado con
(en mg I") mio inositol (100),
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sacarosa (30000), tiamina HCI
(0.4) y solidificado con Phytagel®
(3000) (Sigma Co.). Este método
de multiplicaciéon se comparé
con el cultivo de explantes con
caracteristicas similares pero
cultivados en aproximadamente
100 ml de medio semisdlido con
adicién de una fase superior de
30 ml de medio liquido de la
misma formulacién dispuestos
en recipientes transparentes
autoclavables de policarbonato
de 750 cmi En el método
con el medio doble fase se
establecieron cuatro explantes
por cada recipiente, mientras
que en los recipientes que
contenian Unicamente medio
semisolido se establecié un
explante por cada recipiente.
Paraambos casos, losrecipientes
fueron cubiertos con dos capas
de papel aluminio, sellados con
Parafilm® y almacenados a una
temperatura aproximada de
25 °C con 12 horas diarias de
luz suministrada por lamparas
de luz fria fluorescente y una
intensidad luminica de 40 pumol
m™ s, Cada cuatro semanas, los
recipientes con medios doble-

fase fueron adicionados 30 ml
de medio liquido de la misma
formulacién, mientras que los
tejidos establecidos en medio
semisolido fueron subcultivados
y transferidos a medios nuevos
de la misma formulacién en
recipientes del mismo tamano;
estas actividades se realizaron
de forma periddica cada 4
semanas durante 90 dias. Se
estableci6 un numero total
de 6 repeticiones por cada
tratamiento para un total de
12 unidades experimentales
iniciales, las cuales fueron
distribuidas  utilizando  un
diseho  completamente al
azar. Al final del periodo de
evaluacién (90 dias) se registro

para cada tratamiento los
datos del numero de tallos
por recipiente, numero de

tallos por explante cultivado
y la longitud de los tallos (cm),
los cuales fueron analizados
con la prueba de T (Student)
para determinar la presencia
de diferencias estadisticas con
base en el modelo estadistico
Y, =M+ ,Bj +E, donde p es el
promedio general, B, el efecto



la formulacién del medio y E el
efecto del error experimental.
Adicionalmente, se registraron
las caracteristicas morfoldgicas
de las plantas micropropagadas
y, teniendo en cuenta la tasa
de multiplicaciéon calculada
(nimero de nuevos tallos por
explante), se estimé el costo de
produccion de los tallos en cada
método.

Micropropagacion de
tres variedades (“Criolla”
“Martinera” y “Criolla 1”)
de cana flecha (Gynerium
sagitatum Aubl.) en medio
doble fase.

El material vegetal consistio de
plantas de cafna flecha de las
variedades “Criolla’, “Martinera”
y “Criolla 1" «cultivadas en
condiciones de vivero en
recipientes de plastico (materas
de 48.5 x 60 cm) en sustrato 1:1
(arena: turba) y bajo casa malla
con una polisombra con 50% de
penetraciondeluz.Losexplantes
se obtuvieron de porciones de
tallo de aproximadamente 3 cm
de longitud con al menos una
yema axilar colocados en remojo
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conagua potable porun periodo
de una 1 hora y posteriormente
desinfectados superficialmente
en una solucién de hipoclorito
de sodio (1.25% cloro activo)
con 20 uL de Tween 20°, sequido
por tres enjuagues con agua
destilada estéril en el interior
de una camara de flujo laminar.
El establecimiento se llevd
a cabo en medio semisélido
MS (Murashige y Skoog 1962)
suplementado con (en mg I"):
mio inositol (100), sacarosa
(30000), tiamina HCl (0.4) y
Phytagel (4000) (Sigma Co.).
Los recipientes consistieron de
frascos de vidrio de 250 cm?® de
capacidad con 30 ml de medio
donde se establecié un explante,
consistentede untallode 1.5cm
de longitud con una yema axilar.
Una vez establecido el explante,
el recipiente fue cubierto con
dos capas de papel aluminio,
sellados con Parafillm® y se
almacenaron a una temperatura
de 20 °C y 12 horas de luz
proporcionadas con lamparas
de luz fria fluorescente (40
umol m=2 s?) con subcultivos a
medio de la misma formulacion
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cada 4 semanas durante 3
meses. Los cultivos establecidos
(Adaptados) fueron utilizados
como fuente de explantes
para evaluar la multiplicacién
in vitro de las tres variedades
en medio doble fase. Para
esta evaluacién se utilizaron
explantes compuestos por
un cluster de 3 tallos cada
uno, y se establecieron en
recipientes de vidrio con 25 ml
medio de cultivo semisélido
MS adicionado con mio
inositol (100), sacarosa (30000),
tiamina HCl| (0.4), agar (8000)
(Sigma Co.) y suplementado
independientemente con
cinco concentraciones (0.0,
0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 mg I) de
BAP (Benzilaminopurina). Los
recipientes fueron cubiertos con
dos capas de papel aluminio,
sellados con Parafillm® vy
almacenados a una temperatura
de 25 °C con 12 horas diarias
de luz a una intensidad de 40
pumol m? s2, Pasados 20 dias
después del establecimiento,
los cultivos fueron adicionados
con 5 ml de medio liquido de la
misma formulacion, de acuerdo

con el tratamiento aplicado
originalmente; repitiendo esta
misma actividad cada 20 dias en
cuatro ocasiones para un total
de 100 dias de cultivo bajo las
mismas condiciones descritas.
Cada tratamiento fue repetido
cinco veces para un total de
75 unidades experimentales,
las cuales fueron distribuidas
utilizando un diseno
completamente al azar. Al final
del periodo de evaluacién de
los cultivos, se tomaron los
datos, registrando el numero
de nuevos tallos producidos
por cada explante y el tamano
promedio de los nuevos tallos
originados. De forma seguida,
con el fin de determinar las
mejores condiciones para el
enraizamiento de los tallos
multiplicados, a partir del
tratamiento que resultd con las
mayores tasas de multiplicacion
para cada variedad, se
tomaron clusteres de 3 tallos
y se transfirieron en medio
de cultivo MS semisdlido (30
ml) adicionado con (en mg I)
mio inositol (100), sacarosa
(30000), tiamina HCI (0.4)



y agar (8000) (Sigma Co.) y
suplementado independiente
con 5 concentraciones (0.0;
0.5,1.0, 1.5y 2.0 mg I"") de ANA
(Acido naftalenacético). Los
cultivos fueron mantenidos
en condiciones ambientales
similares a la etapa de
multiplicacion, y después de
cuatro semanas se registrd
el niamero de explantes que
emitieron raices, el numero
promedio de raices producidas
por cada cluster y la longitud
promedio de las raices
producidas en cada uno de
los tratamientos evaluados.
Tanto para la evaluacién
de multiplicacién como de
enraizamiento Los datos
colectados para cada variable
fueron procesados con un
andlisis de varianza con base
en el modelo estadistico Y, =
M+ T +B + (TB), + €, donde
u es el promedio general, T
correspondié al efecto de la
variedad, ﬁj correspondié al
efecto de las dosis de BAP o
ANA, segun el experimento,
y ¢, fue el efecto del error
experimental, mientras que los
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promedios fueron separados
con la prueba de separacién
de medias Tukey (a 0.05).
Plantas enraizadas de cada
variedad fueron trasplantadas
en bandejas plasticas con 72
alveolos conteniendo turba
como sustrato, donde en cada
alveolo se transfirié un cluster
con 5 a 6 tallos enraizados. Las
bandejas fueron colocadas
en una casa malla (50% de
cobertura) con un riego por
aspersién de 1 minuto diario. Por
cada variedad se transfirieron
216 plantas (3 bandejas) para un
total de 648 plantas de las tres
variedades.

RESULTADOS Y DISCUSION

Multiplicacion in vitro de
plantas de <cana flecha
(Gynerium sagitatum Aubl. Var.
“Criolla”) en medio doble fase.
Para ambos  tratamientos,
la emision de los nuevos
crecimientos  caulinares  se
origind a partir de las yemas
axilares presentes en los
explantes  establecidos  sin
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observarse la presencia de tallos
adventicios ni la formaciéon de
tejidos callosos (Figura 12).

Los resultados de la prueba de
separaciéon de medias demostré
la presencia de diferencias
estadisticamente significativas
en los resultados de las variables
numero promedio de tallos
por recipiente (Pr = 0.0011),
numero promedio de brotes

| —— sy ? .-a.-w/

por explante (Pr = 0.0148)
y longitud promedio de los
brotes producidos (Pr< 0.0001)
como resultado del efecto de
la formulacion del medio de
cultivo utilizado (Tabla 5). Los
datos colectados permiten
observar que los explantes

cultivados de manera continua
por 90 dias en medio de cultivo
doble fase resultaron con un
namero mayor de

nuevos

Figura 12. Explantes de cana flecha (Gynerium sagitatum Aubl.) establecidos en medio
doble fase (izquierda) y medio semisolido (derecha).

Tabla 5. Multiplicacidn in vitro de caia flecha (Gynerium sagitatum Aubl.) en medio doble

fase y medio semisolido.

Medio Tallos por Tallos por Longitud de Costo de
recipiente explante Tallos (cm) tallo ($ COP)

Doble fase 47.50 A* 13.00 A 76 A 161

Semisélido 6.88 B 6.88 B 52 B 561

*Valores con letras diferentes son diferentes de acuerdo con T o = 0.05



brotes por recipiente, mayor
numero de brotes por explante
cultivado y brotes de mayor
longitud comparada con el
método tradicional consistente
de subcultivos periddicos de
explantes individuales cada 30
dias (Tabla 5).

Las tasas de multiplicacion
calculadas para cada método y
consecuente analisis de costos
representado en las diferencias
de componentes (menor uso
de agente  gelatinizante),
cantidades de los medios de
cultivo (adicion de medio
liquido comparado con uso de
medio nuevo) y los costos del
uso de personal (subcultivo,
lavado, etc.), permiten estimar
una reduccién aproximada
del 80% en los costos de
produccion de cada brote
cuando la propagacién de
propagulo ocurre en medio
doble fase comparado con
aquellos producidos en medio
semisolido (Tabla 5).

Las formulaciones de los
medios para cultivo in vitro
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pueden ser de consistencia
semisolida, liquida o doble
fase, cuando se combinan los
dos estados (Couselo et al.,
2006). Las formulaciones en
estado semisélido favorecen la
estabilidad de los explantes y
permiten prolongar el tiempo
entre subcultivos; sin embargo,
dificultan la toma de nutrientes,
su preparacidn es un poco
mas complicada y resultan
en costos mayores por el uso
de agentes solidificantes o
gelatinizantes. El medio liquido
es el mas econdmico porque
no utiliza agentes solidificantes,
la absorcion de los nutrientes
y reguladores por parte de los
cultivos es mas facil y rapida,
y, generalmente, inducen
mayores tasas de proliferacion;
sin embargo, los tiempos de
cultivo son mas limitados
debido al rapido agotamiento
de las condiciones nutritivas
del medio (Litz y Gray 1995).
El medio en estado doble fase
combina los beneficios de las
formulaciones semisolidas
y liquidas: la fase semisolida
proporciona estabilidad a los
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cultivos, permite la toma rapida
y uso eficiente de nutrientes
a partir de la fase liquida, y
favorece el mantenimiento de
lostejidossinrealizarsubcultivos
periddicos, mediante la adicion
sucesiva de medio liquido. Estas
condiciones disminuyen los
costos por manipulacién, uso
de equipos y adicion de agentes
gelatinizantes, y minimiza los
riesgos por contaminacion
ocasionada en la transferencia
del material a un cultivo fresco.
Adicionalmente, cuando se
utiliza medio doble fase, se
facilita el uso de recipientes con
mayor tamano que permiten un
mejor desarrollo de los cultivos,
debido a la capacidad misma
del recipiente, la ausencia de
subcultivos que eliminan el
estrés causado por los cortes
y las transferencias a medio
fresco. Esto puede favorecer las
condiciones de transferencia
a condiciones ex vitro, ya que
plantas con 6rganos de mayor
crecimiento y estructuras mas
desarrolladas tendrdn mayores
reservas nutricionales y por
ende mayores posibilidades

de sobrevivir en la etapa de
aclimatacién (Suarez y Quintero
2011; Huang et al., 2011; Mollo
et al, 2011). Los resultados
obtenidosen el presente estudio
son similares a los observados
en otras especies vegetales
cultivadas bajo las mismas
condiciones: Scherwinski-
Pereira et al. (2012) y Calvanese
et al. (2007) observaron un
aumento superior al 50%
en la tasa de multiplicacion
de brotes caulinares de pifa
(Ananas comosus) y Aechmea
blanchetiana (Bromealiaceae),
respectivamente, cuando los
explantes fueron cultivados en
medio doble fase, al compararse
con explantes con transferencias
a medio nuevo cada 4 semanas.
La micropropagacién de plantas
de cana flecha en medio doble
fase nosolo disminuye los costos
en la produccion de las plantas
manteniendo sino que ademas
permite obtener plantas de
mayor tamano, disminuye los
riesgos por contaminacion en la
manipulaciény es masamigable
con el medio ambiente por
generar menor gasto de



recursos como agua, insumos,
detergentes, papeleria y otros.

Micropropagacion de
tres variedades (“Criolla”
“Martinera” y “Criolla 1”)
de cana flecha (Gynerium
sagitatum Aubl.) en medio
doble fase.

Los datos obtenidos a partir del
andlisis de varianza mostraron
la presencia de diferencias
estadisticas significativas (Pr<
0.05) con respecto al numero
de tallos y la longitud de
los mismos por efecto de la
variedad, las concentraciones
de BAP y la interaccion de
estos dos factores. Las mayores
tasas de multiplicacién fueron
observadas en medio adicionado
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con 0.5 mg I de BAP para todas
las variedades, mientras que las
tasas mas bajas ocurrieron para
todas las variedades, cuando
los explantes fueron cultivados
en ausencia de BAP (Tabla 6).
De igual forma, la dosis de
0.5 mg I de BAP indujo los
tallos con mayor longitud para
todas las variedades, mientras
que la presencia de la mayor
concentraciéon de BAP (2.0 mg ")
indujo los valores mas bajos de
longitud de los tallos (Tabla 7).

Para la longitud de los tallos,
el ANOVA permitié detectar
la presencia de diferencias
estadisticas significativas entre
todos los tratamientos (Pr<
0.05).Lavariedad Criollaconuna

Tabla 6. Multiplicacién in vitro de tallos de cafa flecha (Gynerium sagitatum Aubl.) en medio
doble fase con diferentes concentraciones de BAP.

BAP Variedad

(mg ™) Criolla Criolla1 Martinera
0.0 5.2 BC* 32 C 34 C
0.5 282 A 10.0 BC 212 A
1.0 11.8 B 7.0 BC 7.6 BC
1.5 10.2 BC 6.2 BC 5.0 BC
2.0 6.8 BC 7.8 BC 34 C

*Valores con letras diferentes son diferentes de acuerdo con T a. = 0.05
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Tabla 7. Longitud de tallos (cm) de caia flecha (Gynerium sagitatum Aubl.) cultivados en
medio doble fase con diferentes concentraciones de BAP.

BAP Variedad

(mg ) Criolla Criolla 1 Martinera
0.0 7.2 CDBE* 8.0 CADBE 8.4 CADBE
0.5 10.8 A 9.2 CAB 9.6 AB
1.0 8.0 CADBE 6.4 CFDE 5.8 FDE
1.5 8.8 CADB 5.9 FDE 7.4 CDBE..
2.0 55 FE 40 F 38 F

*Valores con letras diferentes son diferentes de acuerdo con T a. = 0.05

adicion al medio de 0.5 mg I
produjo las plantas con la mayor
longitud promedio (10.8 cm),
aungue no fue estadisticamente
diferente a las plantas de las
otras dos variedades cultivadas
en presencia de la misma
cantidad de BAP (Tabla 7); no
obstante, fuera de este dato,
no se observa una tendencia
especifica al aumento o
disminucién de la longitud de
las plantas en la medida que se
aumenta o se disminuye la dosis
de BAP en el medio de cultivo.

En el andlisis del enraizamiento
se encontraron diferencias
significativas (Pr< 0.05) entre
los diferentes tratamientos
en estudio. La adicién de

ANA indujo la emisién de un
numero de raices adventicias
estadisticamente superior al
tratamiento control en cada una
de las variedades estudiadas. La
mayor produccién de raices en
todas las variedades ocurrié en
presencia de 1.0 mg I de ANA
disminuyendo cuando la dosis
aumenté por encima de este
nivel (Tabla 8). Para el caso del
tamano de las raices, la mayor
longitud de raices se observo
cuando las plantas fueron
cultivadas en ausencia de ANA
observandose una tendencia
a disminuir el tamano en la
medida que aumenté la dosis de
este regulador de crecimiento
(Tabla 9).
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Tabla 8. NUmero de raices en tallos micropropagados de cafa flecha (Gynerium sagitatum
Aubl.) en medio semisdélido con diferentes concentraciones de ANA.

ANA Variedad

(mgl) Criolla Criolla 1 Martinera
0.0 13.2 FDE* 9.2 FE 5.2F
0.5 33.0 CAB 43.0 A 25.0 CDE
1.0 41.8 AB 42.0 AB 46.4 A
1.5 334 CAB 34.0 CAB 26.2 CDB
2.0 35.2 CAB 34.6 CAB 36.4 CAB

*Valores con letras diferentes son diferentes de acuerdo con T o = 0.05

Tabla 9. Longitud de raices (cm) producidas por tallos micropropagados de cafa flecha
(Gynerium sagitatum Aubl.) en medio semisdlido con diferentes niveles de ANA.

BAP Variedad
(mg ) Criolla Criolla 1 Martinera
0.0 3.7 B* 6.0 A 38 B
0.5 1.9 DEC 2.9 BC 2.7 DBC
1.0 1.5 DEC 1.2 E 2.0 DEC
1.5 1.6 DEC 1.6 DEC 1.4 DE
2.0 1.5 DEC 1.1 E 1.3 DE

*Valores con letras diferentes son diferentes de acuerdo con T o = 0.05

Lasplantasdetodaslasvariedades
presentaron una supervivencia
completa (100%) a las 4 semanas
después del trasplante a las
condicionesexvitro.Elcrecimiento
que se observd fue saludable
con emisidn rapida de nuevos
organos y tejidos sin muestra
ninguna de dafnos necroticos o
clorosis que denotaran sintomas
de poca adaptacion.

La micropropagacién a partir
de explantes con meristemos
pre-existentes basa su éxito
principalmente en la adicion de
BAP en el medio con el fin de
eliminar, o reducir, la dominancia
apical en los explantes y
estimular el crecimiento repetido
de las yemas axilares (Kane 1996;
Suarez 2005; Ozdemir et al., 2014;
Shekhawat et al, 2015; Yavuz
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2016; Quiroz et al, 2017). Los
resultados del presente estudio
muestran que efectivamente la
adicion de BAP incrementala tasa
de multiplicacion de explantes
de cana flecha en concordancia
con estudios previos (Pastrana
y Suarez 2009; Suarez 2009). Las
tasas de multiplicaciéon obtenidas,
incluso en sus niveles mas bajos
(“Criolla1”),estimanproducciones
sostenidas superiores al millén
de plantas en un afo en un
medio doble fase, con lo cual se
agregan beneficios adicionales
al proceso como son reduccion
significativa de costos, menores
riesgos de  contaminacion
y mayor crecimiento de los
explantes (Serrano-Martinez et
al., 2011; Scherwinski-Pereira et
al., 2012; Lépez 2013; Senapati
2015). Este ultimo aspecto
es de marcada importancia,
ya que en este modelo de
producciéon los explantes no
son transferidos a medio fresco
sino que el medio semisoélido es
adicionado periédicamente con
medio liquido para restituir la
nutricion del mismo, haciendo
que los brotes tengan un

crecimiento  continuo  desde
el establecimiento hasta su
trasplante a condiciones ex vitro,
alcanzando hasta 3x mayor
longitud que con el método
tradicional. Esto se traduce en
un mejor desempefo de la
planta en las etapas iniciales
de crecimiento en condiciones
normales de campo (Pastrana y
Suarez 2009) (Serrano-Martinez
et al, 2011; Scherwinski-Pereira
et al., 2012; Lopez 2013; Senapi
2015). (Pospisilova et al., 1999;
Suarez y Quintero 2014; Clapa et
al., 2013).

La micropropagacién de plantas
de cana flecha en medio doble
fase genera beneficios como
son una reduccion de costos
de producciéon, menor impacto
ambiental representado en
disminucién de gastos de agua
y producciéon de desechos,
mayor eficiencia por ausenciade
subcultivos que terminan en un
mejor desarrollo de las plantas
micropropagadas y mayores
probabilidades de una mejor
adaptacion a las condiciones ex
vitro.
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VI. ADAPTACION EX VITRO DE PLANTAS
MICROPROPAGADAS DE CANA FLECHA (Gynerium
sagitatum Aubl.).

Isidro E. Sudrez', Diego Pico Vellojin' y Claudia M. L6peZ’

'Universidad de Cérdoba, Instituto de Biotecnologia Aplicada para el Caribe
Colombiano - IBAC

INTRODUCCION

Las plantas cultivadas in
vitro poseen caracteristicas
anatomorfolégicas que las
diferencian de las plantas
propagadas en ambientes
externos y que repercuten en
sus procesos de crecimiento,

desarrollo, y adaptacion
a diferentes ambientes
(Gonzdlez 1997, Kane 2006;

Chawla 2003; Hernandez et al.,
2005; Sudrez et al., 2013). Las
plantas propagadas en medios
ambientales normales son
autétrofas desde sus primeros
momentos, estan en contacto
con agentes externos como
microorganismos y artropodos,

y se enfrentan desde la etapa
de vivero a condiciones
ambientales que cambian
relativamente pococonrespecto
a sus condiciones finales de
cultivo. En condiciones in vitro,
las plantas desarrollan una
anatomia y fisiologia que difiere
significativamente de las plantas
cultivadas en  condiciones
de campo o de cultivo, por
ejemplo, son cultivadas en
medio de cultivo que suple
sus necesidades energéticas
por lo que la nutricién es de
caracter heterotrofica; como
consecuencia de esto, los
cloroplastos no se desarrollan
y no realizan fijacion de CO,.
Las condiciones dentro del



recipiente mantienen  una
humedad relativa saturada
rodeando a los tejidos, por lo
gue no desarrollan mecanismos
para el control de la pérdida
de humedad. Las condiciones
asépticas requeridas eliminan
cualquier interaccién  con
agentes externos, y la luz
artificial tiene una menor
intensidad luminica que Ia
emitida por los rayos solares.
Todosestosfactorescontribuyen
a que el paso de las plantas
cultivadas en condiciones in
vitro a las condiciones ex vitro
de ambiente normal, sea una
de las etapas mas criticas para
el éxito de la operacién de
micropropagacion, y que, de no
realizarse de forma adecuada,
puede terminar anulando
todo lo bueno realizado con
anterioridad porque el resultado
sera la muerte de las plantas
(Lépez y Suarez 2018). Dentro
del manejo de las condiciones
ambientales, la humedad es
la que tiene el mayor impacto
inmediatoenlasupervivenciade
las plantas durante el trasplante,
por lo que la determinacién de

Adaptacién Ex Vitro de Plantas Micropropagadas de Cafia Flecha

las condiciones para garantizar
la hidratacién son de Vvital
importanciaenlaadaptacion.En
el presente trabajo se evalué la
utilizacion de cubiertas plasticas
para conservar la humedad
de las plantas y su efecto en la
supervivencia y crecimiento
de plantas micropropagadas
de cana flecha transferidas a
condiciones ex vitro.

MATERIALES Y METODOS

El material vegetal consistio de
plantas micropropagadas de
cana flecha de las variedades
“Criolla”, “Martinera” y “Costera”
multiplicadas en recipientes de
vidrio de 250 cm? conteniendo
30 ml de medio semisdlido
MS (Murashige y Skoog 1962)
adicionado con (en mg I7)
mio inositol (100), sacarosa
(30000), tiamina HCl (0.4),
BAP (Benzilaminopurina) (0.5)
y solidificado con Phytagel®
(3000). Una vez establecidos
los explantes (clusteres de 2-3
tallos), los recipientes fueron
cubiertos con dos capas de
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papel aluminio, sellados con
Parafilm® y almacenados a una
temperatura aproximada de
25 °C con 12 horas diarias de
luz suministrada por lamparas
de luz fria fluorescente y una
intensidad luminica de 40
pumol m? s? durante cuatro
semanas. Una parte de los
tallos multiplicados de las tres
variedades fueron transferidos a
medio de enraizamiento conuna
formulacion similar al medio de
multiplicacion, pero en lugar de
BAP se adicionaron 0.5 mg | de
ANA (Acido naftalenacético); las
condiciones y tiempo de cultivo
fueron similares a las indicadas
para la etapa de multiplicacion.

Las plantas, tanto multiplicadas
como  enraizadas,  fueron
transferidasacondicionesexvitro
en bandejas de propagacion de
72 alveolos conteniendo turba
humedecida como sustrato y
se mantuvieron en una casa
malla con polisombra de 50% de
cobertura.Lamitad delasplantas
de cada variedad, enraizadas y
multiplicadas, fueron cubiertas
contapas plasticas transparentes
que permiten el paso de la
luz pero evitan la pérdida de
agua por evaporacion (Figura
13). Las bandejas cubiertas
fueron irrigadas tres veces al
dia durante los tres primeros
dias removiendo la cubierta

Figura 13. Plantas micropropagadas de cafa flecha (Gynerium sagitatum Aubl.)
tranplantadas para adaptacion a condiciones ex vitro sin cobertura (Izquierda) y con
cubierta plastica (Derecha).



y haciendo aplicaciones de
agua destilada estéril con un
atomizador manual. Después
del tercer dia, las cubiertas
fueron movidas hacia un lado
de la bandejas sin removerlas
totalmente, con el fin de
permitir intercambio gaseoso,
manteniendo el mismo régimen
de riego, y al final del quinto
dia se removiéo totalmente
la cubierta. Las plantas que
quedaron en las bandejas sin
cubierta fueron irrigadas con
una frecuencia de 2 riegos
diarios de 60 segundos cada uno
suministrados por un sistema de
riego por nebulizacién. A partir
del sexto dia, todas las plantas
tuvieron el mismo régimen de
riego descrito para las plantas
sin cubierta. El experimento
consistié en un arreglo factorial
[variedades (3) x condicién
de enraizamiento in vitro (2) x
cobertura (2)] para un total de 12
tratamientos. Cada tratamiento
tuvo 35 réplicas para un total de
240 unidades experimentales,
las cuales fueron distribuidas
con un disefio experimental de
parcelas sub divididas, donde la
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parcela principal fue la cubierta,
la sub parcela la condicion de
enraizamiento y la sub-sub
parcela la variedad. A los 30 dias
después del trasplante, para
cada tratamiento, se determind
el numero total de plantas que
sobrevivieron, se calculé el
porcentaje de supervivencia,
y se registraron los valores de
altura de las plantas, numero
de tallos y numero de raices.
Los datos de altura de planta,
numero promedio de tallos por
cluster y numero promedio de
raices fueron analizados con un
ANOVA (a = 0.05) y se separaron
los promedios con la prueba de
separacion de medias de Tukey
(a=0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los  resultados  obtenidos
evidenciaron que la
supervivencia de las plantas
transferidas a  condiciones
ex vitro fue del 100%,
independientemente de Ia
variedad, la condicion de
enraizamiento y la presencia o
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ausencia de cubierta durante el
trasplante. El analisis de varianza
aplicado a los datos colectados
permitié detectar la presencia
de diferencias  estadisticas
significativas (Pr< 0.05) con
respecto a las variables altura
de planta, numero de tallos y
numero deraices formadas tanto
en el analisis entre las plantas de
las diferentes variedades como
en el andlisis conjunto de las
plantas independientemente de
la variedad por el efecto de los
factores. Los tallos multiplicados
sin enraizar redujeron
significativamente su tamano
promedio en las variedades
“Costera” 'y “Martinera’, al
compararlas con la variedad
“Criolla", mientras que las plantas

multiplicadas y enraizadas de la
variedad “Costera” trasplantadas
en bandejas con cubiertas
produjeron un menor numero
de tallos al compararlas con
las plantas de la variedad
“Criolla” adaptadas sin cubierta,
y proveniente de plantas
enraizadas in vitro (Tablas 10 y
11). En cuanto a la formacién de
raices, en todos los tratamientos
se observd un mayor numero
de raices en plantas que fueron
previamente enraizadas in vitro
(Tabla 12).Sinembargo, deforma
general, los mayores promedios
generales de altura de plantas,
numero de tallos y formacién de
raices se presentaron cuando las
plantas fueron aclimatadas en
bandejas sin cubierta (Tabla 13).

Tabla 10. Efecto de la cubierta y el enraizamiento sobre la altura de plantas (cm)
micropropagadas de caia flecha (Gynerium sagitatum Aubl.) transferidas a condiciones

ex vitro.
Cubierta Enraizamiento Variedad
Criolla Costera Martinera
Sin cubierta Sin enraizar 17.86 ABCD* 1122 E 10.86 E
Enraizada 21.72 A 17.46 ABDC 19.80 AB
Con cubierta Sin enraizar 16.92 ABCDE 13.20 CDE 12.06 CDE
Enraizada 154 BCDE 18.10 ABC 11.92 DE

*Valores con la misma letra no son diferentes estadisticamente de acuerdo con la prueba
de separacion de medias de Tukey (a = 0.05).
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Tabla 11. Efecto de la cubierta y el enraizamiento sobre el nimero de tallos de plantas

micropropagadas de cafa flecha (Gynerium sagitatum Aubl.) transferidas a condiciones
ex vitro.

. . . Variedad
Cubierta Enraizamiento
Criolla Costera Martinera
Sin cubierta Sin enraizar 4.4 AB* 5.4 AB 42 AB
Enraizada 6.4 A 4.6 AB 42 AB
Con cubierta Sin enraizar 4.4 AB 2.6B 2.6B
Enraizada 4.6 AB 2.8B 4.6 AB

*Valores con la misma letra no son diferentes estadisticamente de acuerdo con la prueba
de separacion de medias de Tukey (a = 0.05).

Tabla 12. Efecto de la cubierta y el enraizamiento sobre el nimero de raices por tallo de
tres variedades de cana flecha (Gynerium sagitatum Aubl.) adaptadas a condiciones ex vitro.

. . . Variedad
Cubierta Enraizamiento
Criolla Costera Martinera
Sin cubierta Sin enraizar 6.6 BC* 2.8CD 5.0BCD
Enraizada 12.6 A 7.0 BC 8.8 AB
Con cubierta Sin enraizar 5.2BCD 6.0 BCD 1.8D
Enraizada 748 8.4 AB 74B

*Valores con la misma letra no son diferentes estadisticamente de acuerdo con la prueba
de separacién de medias de Tukey (a = 0.05).

Tabla 13. Efecto de la cubierta y el enraizamiento sobre el crecimiento de plantas

micropropagadas de cafia flecha (Gynerium sagitatum Aubl.) trasplantadas a condiciones
ex vitro.

Cubierta Altura de plantas Variable
Numero de tallos Numero de raices
Sin cubierta 16.49 A* 486 A 7.10 A
Con cubierta 14.60 B 3.60 B 6.03 B

*Valores con la misma letra no son diferentes estadisticamente de acuerdo con la prueba
de separacién de medias de Tukey (a = 0.05).
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Las cubiertas
transparentes son las mas
utilizadas en la proteccion
de plantas micropropagadas
transferidas a condiciones ex
vitro por motivo de costos
y manejo; sin embargo, los
incrementos rapidos y elevados
en temperaturas, especialmente
en climas tropicales, puede
causar trastornos fisioldgicos
como aumento de las tasas de
respiracion, baja fotosintesis y
mal funcionamiento enzimatico
que tienen efectos negativos
en la adaptaciéon y crecimiento
de las plantas (llczuk y Jacygrad
2016; Makowczynska et al.,
2016). En el presente estudio, la
temperatura en la cual se llevé a
cabo la micropropagacion de las
plantas dentro del laboratorio
fue de aproximadamente 20 °C,
mientras que la temperatura de
adaptacion ex vitro en la casa
malla estuvo por encima de los
28 °C, la cual pudo ser mayor al
interior de las bandejas cubiertas.
De acuerdo con lo establecido
en estudios previos, la tasa de
respiracion aumenta bajo estas
condiciones, lo cual resulta en

plasticas

un mayor consumo de reservas
energéticas en las plantas
cubiertas comparadas con
aquellas mantenidas en bandejas
sin cubrir. Puesto que las plantas
micropropagadas recién
transferidas a las condiciones
ex vitro no tienen capacidad
para realizar fotosintesis
eficientemente, el consumo de
reservas se realiza a expensas
de las almacenadas en 6rganos
producidosinvitrocomolostallos,
hojasy raices (KodymyLeeb2019;
Suarez et al., 2019). Por lo tanto,
las plantas menos estresadas
por calor (descubiertas) tendran
mayor energia disponible para
crecimiento y desarrollo que las
que se mantuvieron cubiertas
por un periodo de tiempo, lo
cual pudo haberse traducido
en mayor numero de dArganos
y de mayor tamano. Aunque
es necesario evaluar en mayor
detalle estos factores, los
resultados encontrados indican
que la adaptacidén ex vitro de
plantas micropropagadas de
cana flecha es mas eficiente
cuando se realiza en bandejas sin
cubierta plastica.
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INTRODUCCION

La cana flecha Gynerium
sagitatum Aubl, 2n =72 0 2n =
76 cromosomas) se multiplica
preferencialmente por métodos
asexuales tanto de forma natural
como dirigida (Francis 1983;
Watson y Dallawitz 1992).
Esta forma de reproduccion,
aunada con la preferencia de los
artesanos por el cultivar “Criolla”,
ha causado una disminucion
en la base genética de la
especie, lo cual es reportado en
un estudio de caracterizacion

morfoagrondmica sobre 25
accesiones de cana flecha
colectadas en diferentes
regiones de la geografia
colombiana (Araméndiz et
al., 2008). La caracterizacion
morfoagro- ndmica ha sido de
gran utilidad y ha permitido
la acumulacién de abundante
informacion en especies de alto
valor agronémico; sin embargo,
al referirse a la caracterizacién
de materiales presentes en
colecciones de germoplasma,
esta técnica presenta algunas
limitantes.



La eficacia de los andlisis de
caracteristicas altamente
heredables, la baja sensibilidad
en genotipos con gran
similaridad y el efecto que
ejercen los factores ambientales
sobre los caracteres cualitativos,
son algunos de los elementos
que afectan significativamente
la informacién generada en
estudios de variabilidad con base
en caracteristicas morfologicas.

Los marcadores moleculares
son secuencias de ADN que
permiten detectar la presencia
de ungen asociado a un caracter
y también se utilizan para
determinar la variacion presente
en grupos de individuos con
base en su genotipo. Al estar
basados en las variaciones
de las secuencias de ADN, la
caracterizacién molecular no esta
influenciada por las condiciones
ambientales, lo que le permite
convertirse en un complemento
perfecto de la caracterizacion
morfoagronémica en el estudio
de colecciones de germoplasma
(Moreno 2001).
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En el desarrollo del presente
trabajo se ha realizado por
vez primera un estudio a nivel
molecular en plantas de cana
flechay ha tenido como objetivo
analizar la variabilidad existente,
con base en la utilizacién de
marcadores del tipo AFLPs, en
los genotipos establecidos en la
coleccion de Germoplasma de
la Facultad de Ciencias Agricolas
de la Universidad de Cordoba
y comparar los resultados
obtenidos con los reportados
con base en una caracterizacion
morfoagronémica.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Lasmuestras paralaextracciondel
ADN fueron obtenidas de tejidos
foliares aislados de 25 accesiones
de cana flecha recolectadas en
los departamentos de Cérdoba,
Antioquia, Norte de Santander,
Santander, Valle del Cauca y
Caldas, y que se encuentran
establecidas en la coleccion de
germoplasma de cana flecha
ubicadaenlaGranja Experimental
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de la Facultad de Ciencias
Agricolas de la Universidad de
Cérdoba (Araméndizetal., 2008).

Extraccion de ADN

ElI ADN fue aislado de
aproximadamente 20 mg de
tejido foliar, los cuales fueron
mezclados con nitrégeno liquido
y macerados en un mortero de
porcelana estéril hasta obtener
un polvo fino.

El material vegetal procesado
fue adicionado con 400 pul de la
solucién reguladora AP1 (fenol
+ buffer de lisis) y 4 ul de enzima
ARNasa A.Lamezclafueincubada
a una temperatura de 65 °C
por 10 minutos con agitacién
cada 2 minutos; transcurrido
este tiempo, a la mezcla se le
adicionaron 130 pl de la solucién
reguladora AP2 (cloroformo) y se
procedié a incubarla durante 5
minutos en hielo.

La mezcla fue centrifugada
por 5 minutos a una velocidad
de 14000 rpm; el liquido
sobrenadante fue colectado y

transferido a una columna de
separaciéon (Quiashredder®), para
luego ser centrifugado durante
dos minutos a 14000 rpm. El
liquido filtrado fue adicionado
con 15 veces el volumen de
la solucion reguladora AP3
(Etanol + isopropanol), y
aproximadamente 650 ul de
la mezcla fueron transferidos
a una nueva columna de
separacion; la cual fue sometida a
centrifugacién durante 1 minuto
a una velocidad de 8000 rpm.

El liquido filtrado a través de
la columna fue descartado,
repitiendose los dos ultimos
pasos por una ocasion cada
uno. Posteriormente, la columna
fue nuevamente adicionada
con 50 pl de solucién tampon
AW e incubada por 5 minutos
a temperatura ambiente;
seguidamente, la columna
fue centrifugada durante un
minuto a 8000 rpm, este paso
fuerepetido unavez,y lamuestra
obtenida fue almacenada en un
congelador a -80 °C.



Desarrollo de AFLPs

La generacion de los AFLPs se
realizd con base en el protocolo
descrito por Vos et al. (1995) con
algunas modificaciones.

El ADN genémico fue digerido
con las enzimas de restricciéon
EcoRI (E) y Msel (M), segun las
instrucciones del fabricante, y los
fragmentos resueltos en un gel
de agarosa al 1%. Los fragmentos
resultantes de la digestion fueron
asociados con un adaptador con
3 nucledtidos para cada extremo,
y posteriormente amplificados
usando PCR.

Se utilizaron un total de ocho
combinaciones de iniciadores
(Tabla 14) para cada muestra
de ADN, con el fin establecer
la mejor combinacién en la
amplificacion de los sitios
polimérficos. Cada reaccién fue
conducidaenunvolumenfinalde
20 ul, conteniendo 5 uM de ADN,
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10 uM de cada primer, 25 mM
de cada desoxiribonucleotido,
dos uM de solucion reguladora
Plus Mg® 10X, 0.2 ul de ADN
polimerasa (Thermus aquaticus)
y 8.1 pl de agua destilada.

Los ciclos de desnaturalizaciéon
del ADN, asociacion de
iniciadores y extensiéon de las
cadenas, correspondieron a 94
°C por 30 segundos, 65 °C por
30 segundos y 72 °C por 60
segundos, respectivamente. Se
realizaron un total de 23 ciclos
con un ciclo final de 5 minutos
a72°C.

Los fragmentos amplificados
con PCR fueron separados con
electroforesis vertical en geles
de poliacrilamida al 6% con una
conductividad eléctrica de 120
W. El gel fue tefiido con nitrato de
plata y posteriormente revelado
de acuerdo con los protocolos
descritos por Besse et al. (1998).
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Tabla 14. Combinaciones de diferentes de iniciadores utilizadas en el desarrollo

de los AFLPs.

Nucleétidos
complementarios
en el extremo EcoRlI

Combinacion

Nucleétidos
complementarios
en el extremo Msel

00 N O U1 A WN =

ACC
ACC
ACA
ACA
ACT
AGC
AGG
ACC

CAG
cTG
CAT
CTA
CAA
CTC
cTT
CAT

Analisis de datos

De los resultados obtenidos a
partir de las ocho combinaciones
de iniciadores probadas, se
realizé un analisis con el fin de
encontrar las combinaciones
de iniciadores que permitieran
diferenciar el mayor numero
de sitios polimorficos entre las
diferentes muestras.

La presencia o ausencia en cada
una de las muestras analizadas
de bandas especificas fueron
transformadas en una matriz
binaria con un valor de uno (1)
para presencia, o cero (0) para
ausencia de una determinada
banda. La matriz generada

se tomd como base para
calcular una segunda matriz
de similaridad utilizando el
paquete estadistico GELSTATS®.
Finalmente, con la ayuda del
mismo paquete estadistico se
construy6 un dendrograma con
el fin de agrupar las diferentes
variantes.

El andlisis de la diversidad
genética de la poblacién
estudiada se realiz6 con base
en la ecuaciéon del indice de
Diversidad de Shannon de una
poblacién j (Hj) asi:

m
H=->2P 1InP
g i



Donde: P, es la frecuencia del
caracter j (presencia, i= 1o la
ausencia de labandai=0)enla
poblacion j y m corresponde al
numero de caracteres (bandas o
sitios) analizado. El valor minimo
del indice equivale acero (0) y
aumenta al incrementarse la
diversidad (Shannon y Weaver
1949).

El analisis de agrupamiento se
realizé calculando el Indice de
Similitud para Datos Moleculares
(Dice 1945; Nei y Li 1979) con
base en la matriz obtenida a
partir de los datos de presencia
y ausencia de bandas generadas
con los AFLPs. Este indice
expresa la probabilidad de que
una banda en un individuo esté
también en otro, cuantificada
como la relacién de nimero de
bandas coincidentes (entre los
dos individuos) entre el nUmero
total de bandas (niumero medio
de bandas en un individuo);
cuanto menor sea la distancia
genética entre accesiones
mas alta serd esa probabilidad
(Moreno 2001).
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Los valores promedios por par de
individuos mediante el indice de
Similitud para Datos Moleculares
se obtienen mediante la formula:

SU. = 2a/ (2a+b+¢)

Donde: Pij es la frecuencia del
caracter i (presencia, i =1 o la
ausenciade labandai=0)enla
poblacién j y m corresponde al
numero de caracteres (bandas o
sitios) analizado. El valor minimo
del indice equivale acero (0) y
aumenta al incrementarse la
diversidad (Shannon y Weaver
1949).

El analisis de agrupamiento se
realizé calculando el Indice de
Similitud para Datos Moleculares
(Dice 1945; Nei y Li 1979) con
base en la matriz obtenida a
partir de los datos de presencia
y ausencia de bandas generadas
con los AFLPs. Este indice expresa
la probabilidad de que unabanda
en un individuo esté también
en otro, cuantificada como la
relacién de numero de bandas
coincidentes (entre los dos
individuos) entre el nimero total
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de bandas (numero medio de
bandas en un individuo); cuanto
menor sea la distancia genética
entre accesiones mas alta serd
esa probabilidad (Moreno 2001).

Los valores promedios por par de
individuos mediante el indice de
Similitud para Datos Moleculares
se obtienen mediante la formula:

SU.: 2a/ (2a+b+c)

Donde: 5,es la similitud entre los
individuos i y j, a corresponde al
numero de bandas compartidas
poriyj, beselnimero de bandas
presentes en i pero ausentes
enjy ces el nimero de bandas
presentesen jperoausenteseni.

Las matricesy los dendrogramas
de similitud fueron calculados
utilizando el programa NTSYS-PC,
version 2.02i, mediante el método
UPGMAYy el agrupamiento SAHN
(Sequential Agglomerative,
Hierarchical and Nested) (Rohlf
1993).

Los datos fueron analizados
adicionalmente con una vision

multidimensional mediante el
Andlisis de Correspondencia
Multiple (ACM) con toda la
poblacion; esto para obtener
una representacién grafica
de la estructura o relaciéon de
parentesco de las accesiones
y cultivares de la poblacién
en estudio. La informacién
fue procesada con el paquete
estadistico NTSYS-PC, version
2.02i. Este mecanismo visualiza
la dispersion de los individuos
en un espacio multidimensional,
relacionando cada una de las
diferentes variables (bandas)
con los individuos en un mismo
grafico, originando tantas
dimensiones como variables se
tengan (Rohlf 1993).

La informacién obtenida
fue comparada con los
datos colectados en el
analisis de caracterizacién
morfoagrondmica (Aramendiz
et al., 2005), con el objetivo de
determinar las correlaciones
y diferencias genéticas
significativas entre los grupos
obtenidos.



RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de ADN

El procedimiento inicialmente
sugerido y empleado generd
ADN con alta degradacién, por
lo que fue necesario realizar
algunas modificaciones. El
tiempo de incubacién inicial
fue reducido de 10 a 5 minutos,
y el tiempo de accidén de la
soluciéon tampdn AP2 se redujo
a 3 minutos de los 5 que sugiere
el manual del fabricante. El ADN
resultante de la segunda elusion
tuvo una mejor calidad por lo
que se decidié tomar ésta como
fuente principal (Figura 14).
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Desarrollo de AFLPs

Los datos obtenidos a partir de
la reaccion de amplificacién en
cinco muestras tomadas al azar
(1, 4, 8, 12, 19) utilizando las 8
combinaciones de iniciadores
seleccionadas, permitieron
observar que las combinaciones
E-ACC/M-CAG, E-ACA/M-CAT,
E-ACA/M-CTA y E-ACT/M-CAA
arrojaron los mayores niveles
de polimorfismo. Esto permitio
seleccionarlas para realizar
las reacciones de PCR con las
muestras de ADN de todos los
individuos (Figura 15).

1 “elusidn de ADM

e —— —

Z elusidn de ADMN

Figura 14. Muestras de ADN de cafa flecha (Gynerium sagitatum Aubl.) obtenidas con las
recomendaciones del fabricante (1 elusion) y con las modificaciones adicionadas por los autores (2

elusion).
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Figura 15. Perfiles de distribucién de bandas resultantes de laamplificacién de ADN de uno
de los genotipos de caia flecha (Gynerium sagitatum Aubl.) con las ocho combinaciones

de iniciadores.

Analisis de datos

Un total de 223 fragmentos de
ADN contamanos comprendidos
entre 40 y 300 pares de bases
fueron generados por las cuatro
combinaciones de iniciadores
utilizadas en las 25 muestras
de ADN amplificadas con PCR
(Figura 16).

El nUmero de bandas generadas
por cada par de iniciadores varié
entre 43 (E-ACC/M-CAG) y 72
bandas (E-ACA/M-CTA) con un
promedio de 55.75 bandas por
cada par deiniciadores. Del total
de 223 fragmentos generados,
75 resultaron ser polimorficos.

Figura 16. AFLPs generados en las
muestras de las accesiones de cafa flecha
(Gynerium sagitatum Aubl.) analizadas.



La combinacion de iniciadores
E-ACC/M-CAG detect6 el mayor
porcentaje de polimorfismo
entre las 4 combinaciones
evaluadas (39.53%), seguida por
la combinacion E-ACA/M-CAT
(38.46%). La combinacion E-ACA/
M-CTA generé un total de 72
bandas, de las cuales 23 fueron
polimérficas (31.94%), mientras
que con lacombinacién E-ACT/M-
CAA fueron generadas 56 bandas
encontrandose que 15 de ellas
fueron polimoérficas (25.80%).

Estudios de caracterizacién
molecular en accesiones de cana
de azucar (Saccharum officinarum
L.) fueron realizados utilizando
combinaciones de iniciadores
similares a las utilizadas en el
presente trabajo (Selvi et al.,
2005). Los resultados de las
amplificaciones obtenidas
en estos estudios reportan
niveles de polimor fismos
comprendidos entre 78.9% y
50%, con un promedio de 82.4
fragmentos por combinacién
de iniciadores. Lima et al. (2002)
al realizar una caracterizacién
molecular de 79 cultivares de
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canade azicarempleando AFLPs
reportaron la amplificacién de
2331 bandas de las cuales 1121
(48%) correspondieron a sitios
polimorficos. Resultados similares
alosreportados enlos dos estudio
anteriormente citados fueron
publicados por Besse et al. (1998)
en la misma especie.

Los resultados obtenidos con
base en la matriz de presencia/
ausencia revelaron que los
marcadores AFLP desarrollados
fueron informativos y mostraron
diferencias entre las diferentes
accesiones evaluadas. Esto
se basa en los resultados del
analisis de correspondencia
multiple (ACM) (Figura 17) y
el dendrograma (Figura 18)
generados, los cuales mostraron
una tendencia de agrupacion en
cuatro grupos. En el grupo 1 se
ubicaron las accesiones 3,9, 11,
18,19,20ay 28. El grupo 2 estuvo
conformado por las accesiones 1,
2,5,6,8, 13,14, 15, 16, 20b, 22,
y 23.En el grupo 3 se localizaron
las accesiones 4,29,7,12y 21,y
el grupo 4 tuvo a la accesion 24
COMO su Unico integrante.
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Figura 17. Analisis de correspondencia
multiple para los genotipos de cafia flecha
(Gynerium sagitatum Aubl.) caracterizados.

Al comparar los resultados
del presente analisis con los
obtenidos en la caracterizacion
morfoagrondémica realizada
por Araméndiz et al. (2008), se
puede observar que la mayoria
delosindividuos que conforman
el grupo 2 (1, 2, 5, 14, 16, 20b
y 22) del presente estudio se
asocian de manera similar en el
analisis morfoagronémico y se
caracterizan por presentartextura
de fibra suave, vaina con escasa
pubescencia, color de vaina
verde y pared del tallo gruesa,
area util de la nervadura inferior
y didmetro del tallo delgado.
Estas accesiones provienen de
los municipios de San Andrés de

Figura 18. Dendrograma, mostrando
el agrupamiento de los genotipos de
cafna flecha (Gynerium sagitatum Aubl.)
analizados.

Sotavento, Sahagun, Ciénaga
de Oro y Montelibano, en el
Departamento de Cérdoba.

Los individuos agrupados en
los grupos 1y 3 de la presente
caracterizacion molecular se
identifican con los del grupo 2
determinadoenla caracterizacion
morfoagrondmica, los cuales
muestran textura gruesa,
abundante pubescencia en la
base de la hoja y vaina, pared
delgada del tallo, didmetro del
tallo delgado y ligeramente
grueso, area Util de la nervadura
inferior a intermedia y dngulo
de la hoja agudo; las accesiones
de este grupo son originarias



de los municipios de Tierralta
y San Andrés de Sotavento en
el departamento de Cordoba,
Caucasia en el departamento
de Antioquia y Chinchind en
el departamento de Caldas
(Aramendiz et al., 2005).

Finalmente, el individuo numero
24,queconformaelgruponumero
4, es igualmente agrupado
de forma independiente por
Araméndiz et al. (2008), y se
caracteriza por ser un cultivar
promisorio para futuros
programas de mejoramiento,
debido a que en la informacién
registrada de su pasaporte no
reporta incidencia de ataque
plagas como el barrenador
del tallo, de la cana flecha (M.
atroparsella), principal plaga de
la especie.

Estudios de caracterizacion
molecular de genotipos se han
ejecutadoendiversas colecciones
de especies gramineas.
Gonzalez-Jiménez et al. (2011)
caracterizaron 12 genotipos
de cana de azucar (Saccharum
officinarum ) con AFLPs

Caracterizacion Molecular de Genotipos de Cafia Flecha

encontrando una distribucién
de 2 gruposy un tercero formado
por una sola variedad. Marulanda
y Lopez (2010) caracterizaron 55
accesiones de guadua (Guadua
sp) encontrando polimorfismoen
382 de 771 bandas amplificadas.
Morales et al. (2016) reportd
una distribucién de tres grupos
de pasto banderita (Bouteloua
curtipendula) al analizar 51
accesiones con AFLPs, en
los cuales se detectaron 186
bandas de las cuales 150 fueron
polimérficas. Tomas et al. (2013)
caracterizaron 6 accesiones de
pasto Elymus scabrifolius usando
AFLPs con 5 combinaciones
de primers, generando 328
bandas de las cuales 50 fueron
polimérficas para todos los
materiales evaluados. Las
accesiones segregaron en dos
grupos cercanos a sus parentales.

A diferencia de la caracterizacién
morfoagronémica, donde los
resultados permitieron afirmar
la existencia de duplicados en la
coleccion, en el presente estudio,
el Analisis de Correspondencia
Multiple realizado con base
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en los datos generados por
los AFLPs indicé que todos los
individuos caracterizados fueron
genéticamente diferentes,
soportando la alta sensibilidad
de la técnica para caracterizar
genotipos de esta especie.

Los genotipos caracterizados
manifiestan una baja correlacién
entre la distancia geografica y el
nivel de diferenciacién genética
con respecto a la misma, lo cual
indica un flujo de material asistido
por su caracter de reproduccion
asexual a las diferentes regiones
del pais. Estos resultados, se
correlacionan, adicionalmente,
con bajos niveles de variabilidad
genética llamando la atencién
acerca de los riesgos que genera
esta condiciéon, por lo que
se recomienda considerar la
realizacion de estudios como
rescatedeembriones,germinacion
in vitro u otros que permitan
la recuperacion de plantulas
sexuales con nuevos, y diversos
genotipos, para ser introducidas
en programas de mejoramiento
o propagadas masivamente por
micropropagacion.
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INTRODUCCION

Todo programa de mejoramiento
genético vegetal tiene como
base aumentar la variabilidad
genética, seleccionar genotipos
superiores a partir de esta base
genética y conservar un rango
de genotipos que permita en
determinado momento reiniciar
o continuar el proceso de
mejoramiento genético.

Para especies con semillas
ortodoxas, la conservacion de
germoplasma através de semillas
reduce costos debidoaunamayor

eficiencia de espacio y manejo
del material a conservar; mientras
que especies con semillas
recalcitrante, o que no producen
semillas, la conservacién de
germoplasma debe hacerse
a de manera obligatoria a
través de plantas propagadas
de partes vegetativas (in vivo)
que garanticen el genotipo y
la perpetuaciéon de este en la
propagacion.

Bajo condiciones normales, el
mantenimiento de germoplasma
en condiciones in vivo
genera costos considerables



representados en el cultivo de
las plantas, el uso de terrenos
generalmente de gran valory la
siembra periddica en especies
bianuales; adicionalmente, en las
colecciones in vivo se aumenta
el riesgo de pérdida del material
por el deterioro progresivo
de las plantas, el ataque de
agentes bidticos y la amenazas
de desastres naturales (Suarez
2003; Suarez 2020).

El almacenamiento de
germoplasma en condiciones
in vitro es una alternativa a las
limitantes de la conservacién de
germoplasmaininvivo debido a
que reduce los altos costos por
espacio, el material se encuentra
libre de plagas y enfermedades,
y se disminuyen los riegos por
desastres ambientales al no
haber exposicién directa con el
medio ambiente natural.

Existen diversas formas de
almacenar ger moplasma
en condiciones in vitro. La
crioconservacién consiste
en el almacenamiento de

Conservacioén In Vitro de Germoplasma de Caia Flecha

tejidos vegetales a ultrabajas
temperaturas (<-80 °C), las
cuales se pueden lograr con
refrigeradores, el uso de diéxido
de carbono sélido, y el nitrégeno
liquido.

Otro método alternativo de
conservacion de germoplasma
in vitro es a través del cultivo
lento, el cual consiste en el
almacenamiento de tejidos
vegetales en formulaciones de
medios de cultivo modificadas
con el objetivo de reducir las tasas
de crecimiento y multiplicacion
sinatentar contrala supervivencia
del material. Estas modificaciones
delos medios pueden consistiren
la disminucion de las cantidades
de fuentes energéticas
(Carbohidratos), reducciéon de
la concentracién de las sales o
la adicion de reguladores de
crecimiento que disminuyen el
desarrollo de los 6rganos. En el
presente estudio se evalué el
efecto de la concentracion de
sacarosa y sales minerales en
la conservacién in vitro de cana
flecha.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Los explantes consistieron de
segmentos de tallo (1 - 1.5
cm de longitud) con yemas
axilares, obtenidos de plantas
de cana flecha cultivar “Criolla”
establecidas en condiciones in
vitro, las cuales fueron cultivadas
durante seis meses en un medio
semisolido MS suplementado
con (en mg ") myo inositol (100),
tiamina HCl (0.4) y agar (7000)
(Sigma®). El pH del medio fue
ajustadoentre5.7-5.8conKOHo
HCl previo a la adicién del agente
solidificante, posteriormente
esterilizado en unautoclavea 121
°Cy 1.1 kg cm? por 20 minutos y
vertido en recipientes de vidrio.
Los cultivos fueron mantenidos
a una temperatura promedio de
25 °C con 12 horas diarias de luz
a una intensidad de 40 pmol m"
s aproximadamente.

Efecto diferentes concentracio-
nes de medio MS y sacarosa en
la conservacion in vitro de cul-
tivos de cana flecha (Gynerium
sagitatum Aubl.)

Los explantes fueron establecidos
independientemente en
frascos de vidrio de 250 cm?
de capacidad conteniendo 30
ml de medios MS (Murashige
y Skoog 1962) semisolido a
diferentes concentraciones de
sales y suplidos con cantidades
variadas de sacarosa (Tabla15).

Tabla 15. Tratamientos evaluados
en la conservacion in vitro
de plantas de cafa flecha
(Gynerium sagitatum Aubl.).

Tratamiento Medio

1 MS + 30 g de
sacarosa

2 MS + 15 g de
sacarosa

3 MS + 60 g de
sacarosa

4 2MS + 15 g de
sacarosa

5 2MS + 60 g de
sacarosa

6 4MS + 15 g de
sacarosa

7 4MS + 60 g de
sacarosa




Los cultivos fueron almacenados
a una temperatura promedio
de 25 °C con 12 horas diarias
de luz a una intensidad de 40
pmol m™ s durante 12 meses
después de los cuales se registréd
el porcentaje de supervivenciay
se evalué el nimero de nuevos
brotes producidos por cada
explante, la longitud de los
brotes producidos, el nimero y
la longitud de las raices.

Preparacion de medios y
diseno experimental

El pH de todos los medios fue
ajustado entre 5.7 - 5.8 con
KOH o HCl previo a la adicion
del agente solidificante,
posteriormente esterilizado en
un autoclave a 121 °Cy 1.1 Kg
cm™? por 20 minutos y vertido
en recipientes de vidrio. Los
tratamientos fueron distribuidos
con un disefo completamente
al azar, donde cada unidad
experimental correspondio a
un explante establecido en un
recipiente, y cada tratamiento
fue replicado 30 veces. Los datos
colectados fueron procesados
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con un analisis de varianza
utilizando el modelo estadistico
Yij=u+ ai + bj + €ij;donde pes el
promedio general, i representa
el efecto de las formulaciones de
medios de cultivo, j el efecto de
las cantidades de sacarosaYy ¢ij es
efecto del error experimental. Los
promedios fueron separados con
la prueba de multiples rangos de
Tukey (a =0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las plantas de cana flecha
cultivadas en los diferentes
tratamientos mostraron
caracteristicas de crecimiento
diferentes de acuerdo con los
tratamientos aplicados (Figura
19). Los datos colectados
a los 12 meses después del
establecimiento de los
cultivos en condiciones in vitro
muestran que ninguno de
los tratamientos evaluados
indujeron porcentajes completos
(100%) de supervivencia
(100%) o mortalidad inferior
al 70% (Tabla 16). Los mayores
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MS + 30 g sacarosa (Izquierda) y Va

Figura 19. Planta de cafa flecha (Gynerium
MS + 15 g sacarosa (Derecha)..

sagitatum Aubl.) Var“Criolla”mostrando los
+ 60 g de sacarosa (96.66%) y
aquellos cultivados en presencia
de 4 MS + 15 g de sacarosa
(93.33%), mientras que aquellos
cultivados en presencia de MS +
30gdesacarosay2MS+15gde
sacarosa sufrieron la mayor tasa
de mortalidad (30%) (Tabla 16).

Los tratamientos evaluados
afectaron cuantitativamente

efectos del almacenamiento después de un
porcentajes de supervivencia
se observaron en los explantes
que fueron cultivados en 2MS

ano en



los procesos de formacién
de 6rganos en los explantes
cultivados. El analisis de varianza
permitié detectar diferencias
estadisticamente significativas
entre los tratamientos (Pr<
0.0001) con respecto a las
variables nimero promedio
de nuevos brotes, longitud de
nuevos brotes, nUmero promedio
deraices por explante y longitud
de raices por explante.

Elanalisisde separaciénde medias
mostré que los tratamientos MS +
30gdesacarosay2MS +15gde
sacarosa indujeron las menores
tasas de formaciéon de nuevos
brotes por explante, mientras
que los tratamientos MS + 60
g de sacarosay 1/4 MS + 60 g
de sacarosa incrementaron de
manera significativa la tasas de
multiplicacion de nuevos brotes
a partir de los explantes (Tabla
16). Los mismos datos permiten
observar una tendencia hacia
una mayor produccion de nuevos
brotes cuando la cantidad de
sacarosa en el medio es de 60 g
I'". Esta tendencia no se conserva
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en lavariable longitud de brotes,
donde no existe una asociacion
entre los valores resultantes con
la concentracion de sacarosa o
sales.

En cuanto a la formacién de
raices, no se observa un patrén
definido de comportamiento
como respuesta a las diferentes
concentraciones de sales,
mientras que las mayores
longitudes de raices se observan
en cultivos mantenidos en
medios con un suplemento de
60 g de sacarosa sin alcanzar
diferencias significativas (Tabla
16).

La conservaciénde germoplasma
es una actividad vital para la
supervivencia de especies en
peligro de extincién. La caha
flecha puede ser una de las
especies que integre la lista
de especies amenazadas en
Su supervivencia, si no se
toman medidas urgentes que
contrarresten la perdida
de poblaciones naturales
(Araméndiz et al., 2005).
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Debido a los bajos costos y
mayores niveles de seguridad, la
conservacion de germoplasma
en condiciones in vitro es una
de las estrategias preferidas
para la conservacion de
recursos genéticos vegetales
(Sudrez 2003; Suarez 2020). La
informacién obtenida en el
desarrollo del presente trabajo
ha demostrado que es posible
conservar clones de cana
flecha en condiciones in vitro,
disminuyendo tanto el suministro
de las fuentes energéticas como
la concentracion de sales en
el medio, hasta por un ano,
sin afectar su supervivencia
y conservando la capacidad
de multiplicacion. Los datos
colectados permiten inferir que
el cultivo de brotes obtenidos
a partir de plantas cultivadas in
vitro en un medio MS reducido a
Va de su concentracién de sales
y una concentracién de 15 g
de sacarosa permite alcanzar
porcentajes de supervivencia
superiores al 90%, con una
reduccion importante de costos
debido a la disminucion en el
uso de insumos y las labores de

subcultivo del material durante
12 meses.

La conservacién de germoplasma
mediante el uso de cultivo
lento de tejidos vegetales en
condiciones in vitro ha sido
una tecnologia aplicada en
la conservacién de diferentes
especies vegetales involucrando
el manejo de variables como
las cantidades de insumos en el
medio (cultivolento) yelgrado de
temperatura (crioconservacion).
Efendi et al. (2001) reportaron
la crioconservacion de tejidos
embriogénicos de aguacate
y su posterior regeneracion
en plantas. Garcia et al. (2004)
evaluaron el efecto de la
temperatura y diferentes
cantidades de manitol en el
medio sobre la conservacion in
vitro de germoplasma de cana
de azucar, reportando la mayor
supervivencia y calidad de los
cultivos a 15 °C en presencia
de 10 g I'' de manitol. En otro
estudio con fuentes alternativas
de carbohidratos, Montalvo-
Peniche et al. (2007) observaron
que los mejores resultados en la



conservacion de germoplasma
de Chile Habanero en condiciones
in vitro ocurrié en presencia de
2% de sorbitol. Iriondo y Pérez
(2002) almacenaron meristemos
de Ipsea malabarica durante 20
meses en un medio %2 MS sin
suministro de carbohidratos.

El almacenamiento a periodos
de tiempo superiores a los
experimentados en el presente
estudio también han sido
evaluados, aunque los resultados
sugieren poca conveniencia
en algunos casos. Reed (2002)
conservo in vitro meristemos
de fresa observando que los
mejores resultados fueron
observados a los 9 y 12 meses,
con una disminucion marcada
en la supervivencia y calidad de
los cultivos al extenderse hasta
los 19 meses; no obstante, es
necesario evaluar la posibilidad
de almacenar cana flecha por
periodos de tiempo superiores
a un ano, al igual que determina
el efecto de las variaciones en el
fotoperiodo, diferentes grados de
temperaturay uso de reguladores
decrecimientoenlasupervivencia.
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CONCLUSION GENERAL

El programa de investigacién del Instituto de Biotecnologia Aplicada
del Caribe con énfasis en la cana flecha ha generado nuevos
conocimientos sobre el manejo del cultivo de tejidos y la genética de
esta especie por un periodo cercano a los 20 afos, que se sintetizan
en la presente publicacién de la segunda edicién de “Biotecnologia
Aplicada a la Cafna Flecha’, el cual es el resultado de la contribucién
de entidades como el Instituto de Biotecnologia Aplicada del Caribe
(IBAC) de la Universidad de Cérdoba, de investigadores asociados,
estudiantes y personal de apoyo con cuyo arduo trabajo se lograron
obtener los resultados de los trabajos cientificos que aqui se consignan.

El programa de investigacion en cana flecha plantedé desde un
inicio dos objetivos: conocer la diversidad genética de los diferentes
cultivares de cana flecha que crecen en la regién para contribuir a su
conservacion, y desarrollar un mecanismo eficiente de propagacion
para producir de forma sostenida grandes cantidades de material
de siembra de forma sostenida y amigable con el medio ambiente.
El empeno del personal cientifico y el apoyo de las entidades y
dependencias asociadas, hicieron posible la realizacion de estudios de
caracterizacion molecular de diferentes genotipos, y el desarrollo de
mecanismos que permitieran la conservacion de estos en condiciones
in vitro por largos periodos de tiempo. De forma alterna, el desarrollo
de aproximadamente 10 estudios en el componente de propagacion
in vitro, permitié generar un protocolo de micropropagacion que
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no solamente tiene una alta eficiencia en su tasa de multiplicacién
sino que permitio bajar los costos del material producido, reducir
los tiempos de obtencion de las plantas y mantener altos estandares
de calidad genética y fenotipica, el cual ha sido evidenciado no solo
en condiciones de laboratorio sino también en la eficiencia de la
adaptaciény crecimiento de las plantas micropropagadas en campo.
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forma amigable con el medio ambiente.
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