PRODUCCION DE PLANTAS DE CANA FLECHA (Gynerium sagitatum Aubl.)
“CRIOLLA” A TRAVES DE MICROPROPAGACION

ARROW CANE (Gynerium sagitatum Aubl.) “CRIOLLA” PLANT PRODUCTION
THROUGH MICROPROPAGATION

Ivan Javier Pastrana' e Isidro Elias Suarez'
RESUMEN

Segmentos nodales de cafia flecha (Gynerium sagitatum Aubl) cultivar “Criolla” fueron
establecidos en tres formulaciones de medio MS semi sélido con el fin de evaluar su efecto
en la adaptacion a condiciones in vitro. Posteriormente, el efecto de diferentes tratamientos
sobre la multiplicacion de propagulos y el enraizamiento de brotes producidos en
condiciones in vitro fue evaluado, al igual que la adaptacion final a condiciones ex Vvitro.
Todos los medios fueron suplementados con (en mg L) mio inositol (100), sacarosa
(30.000), tiamina HCI (0,4) y TC agar (8.000) (Sigma Co.). Los tratamientos de cada
experimento fueron repetidos 15 veces y distribuidos con un disefio completamente al azar.
Los datos colectados permitieron observar que el medio MS completo favorecio la
adaptacion del 100% de los explantes a las condiciones in vitro. La mayor tasa de
multiplicacién se obtuvo cuando los explante se cultivaron en presencia de 0,5 mg L™ de
BAP, mientras que el mayor numero de raices por explante fue observada en presencia de
dosis >0,5 mg L' de ANA. Las plantas micropropagadas se adaptaron en un 100% a las
condiciones ex Vitro.
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ABSTRACT

Arrow cane (Gynerium sagitatum Aubl) cv “Criolla” nodal segments were independently
established on three different semi solid media formulation to evaluate in vitro explant
adaptation. The effect of different shoot multiplication and rooting treatments, as well as, ex
vitro plant recuperation were evaluated. All media formulation were supplied with (in mg
L") myo inositol (100), sucrose (30.000), thiamine HCI (0,4) and TC agar (8.000) (Sigma
Co.). Treatments were replicated 15 times and distributed with a complete randomized
design. The data showed tha MS favored 100% explant establishment. The highest shoot
multiplication rate was observed with 0,5 mg L™ BAP, while 0,5 mg L' ANA induced the
highest number of roots per explant. Micropropagated plants fully adapted to ex vitro
conditions.
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INTRODUCCION

La nervadura central de la hoja de cana flecha (Gynerium sagitatum Aubl.) es la materia
prima para la obtencion de la fibra utilizada en la elaboracion de las mas variadas y famosas
artesanias colombianas, las cuales se han convertido no solo en sustento econdmico y forma
de perpetuacion de antiguos pueblos indigenas de la costa norte colombiana, sino en

simbolo cultural de todos los colombianos.

Recientes estudios de caracterizacion morfoagrondmica y molecular han permitido
establecer la presencia de una reducida base genética entre accesiones provenientes de
diferentes regiones del pais, al igual que la preferencia de los artesanos por el cultivar
“Criolla” el cual se caracteriza por tener una fibra suave que facilita la labor artesanal
(Araméndiz et al. 2005, Rivera et al. 2008, 2009). Este ultimo aspecto ha ocasionado que
las poblaciones naturales de este cultivar hayan tenido una disminucién superior al 50%, lo
cual ha ocasionado incrementos significativos en el precio de la fibra y dafios considerables

en los ecosistemas asociados con la especie (Gonzalez 1997, Araméndiz et al. 2009).

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 erosivo causado por la extraccion masiva continua en las poblaciones naturales de
la planta, ha motivado el desarrollo de algunas investigaciones. Ballesteros y Guardo
(1988) evaluaron el efecto del tamafio y la orientacion de estacas sobre el enraizamiento,

encontrando que los mejores resultados se obtuvieron cuando se plantaron estacas con tres



y cuatro nudos tomadas de tallos aéreos y sembrados verticalmente. Gonzalez (1997)
observo que la colocacion de las estacas en forma horizontal en el medio de propagacion
indujo un mayor porcentaje de enraizamiento. Posteriormente, Hernandez et al. (2005) al
evaluar el uso de hormonas (auxinas) en la eficiencia de la propagacion, observaron
incrementos  significativos del enraizamiento al realizar aplicaciones de 4cido
naftalenacético (ANA) y acido indolbutirico (AIB), en forma separada y en conjunto. Los
resultados obtenidos en estos estudios mostraron que la cafia flecha no es una planta dificil
de enraizar; sin embargo, el tiempo que toman las estacas para alcanzar un buen
enraizamiento, y el tamafo necesario de los propagulos para poder enraizar, dificultan la
aplicacion de esta técnica de propagacion dirigida como un mecanismo eficiente para la

produccion 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 y la produccién de nuevos individuos a partir de plantas que no
producen semillas viables o que tienen dificultades para multiplicarse por estacas (Kane
1996). Suarez (2006) reportd la micropropagacion de plantas de cafa flecha del cultivar
UCI121, y demostr6 la posibilidad de aplicar esta tecnologia para la producciéon clonal
masiva de plantas de cafa flecha. En el presente trabajo se reporta el desarrollo de un
protocolo para micropropagar y adaptar ex vitro plantas de cafa flecha del cultivar

“Criolla”.



MATERIALES Y METODOS

Seleccion del material vegetal y establecimiento in vitro

El material vegetal consistié de segmentos nodales de aproximadamente 5,0 cm de longitud
con varias yemas axilares, los cuales fueron aislados a partir de brotes basales (hijuelos)
desarrollados de plantas adultas del cultivar “Criolla” establecidas en la Coleccion de
Plantas de Cafia 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 durante 1 h. Posteriormente, se seccionaron
porciones de aproximadamente 2 cm de longitud conteniendo al menos una yema axilar, las
cuales fueron desinfectadas superficialmente con una solucion al 1,25% de hipoclorito de
sodio mezclado un 20 pL de Tween 20" por 20 minutos en constante movimiento.
Posteriormente, los explantes fueron enjuagados tres veces con agua destilada estéril en el

interior de una camara de flujo laminar.

Tres formulaciones de Murashige y Skoog (MS) (1962) en estado semi solido [completo
(MS), MS suplementado con 200 mg L de carbon activado (MSCA) y MS suplido con
concentraciones de 0,1 mg L™ de ANA y 0,3 mg L' de BAP (MSAB)] se evaluaron para
determinar su efecto sobre el establecimiento de los explantes en condiciones in vitro.
Cada formulacion se suplié con (en mg L) mio inositol (100), sacarosa (30.000), tiamina
HCI (0,4) y TC agar (8.000) (Sigma Co.), y aproximadamente 30 mL de medio fueron

vertidos en frascos de vidrio de 125 cc de capacidad.



Un explante fue establecido en cada recipiente, el cual fue cubierto con dos capas de papel
aluminio y sellados con Parafilm®. Los cultivos fueron almacenados a una temperatura de
25 °C y luminosidad diaria de 12 h (40 pmol m’ s) con tubos halégenos de luz fria
fluorescente. Al final de la cuarta semana de cultivo se registrd el nimero de explantes que

sobrevivieron y el nimero de explantes que desarrollaron érganos (yemas y raices).

Multiplicacién de propagulos

Con el fin de determinar las mejores condiciones para inducir la proliferacion de yemas
axilares y el crecimiento de nuevos tallos, los brotes establecidos fueron transferidos a un
medio de cultivo MS semisoélido independientemente suplido con cuatro concentraciones
(0,5; 1,0; 2,0 y 4,0 mg L'l) de BAP; estos tratamientos fueron comparados con control
absoluto y un tratamiento con 0,1 mg L' de ANA y 0,3 mg L' de BAP. El medio fue
adicionado con (en mg L) mio inositol (100), sacarosa (30.000), tiamina HCI (0,4) y TC
agar (8.000) (Sigma Co.) y los cultivos fueron mantenidos en condiciones similares a las
del estado de establecimiento. Al final de cuatro semanas de cultivo se registr6 el nimero
de nuevos tallos producidos por cada explante y el tamafio promedio de los nuevos tallos

originados.

Enraizamiento in vitro y transplante ex vitro

Los tallos multiplicados fueron proliferados utilizando el tratamiento que indujo la mayor
tasa de multiplicacion, y posteriormente transferidos a medios de enraizamiento con el fin
de determinar las mejores condiciones para el enraizamiento en condiciones in Vvitro. Seis

tratamientos consistentes de un control absoluto y cinco concentraciones (0,5; 1,0; 2,0; 3,0



y 4,0 mg L") de ANA fueron suplementados con (en mg L") mio inositol (100), sacarosa
(30.000), tiamina HCI (0,4) y TC agar (8.000) (Sigma Co.). Los cultivos fueron mantenidos
en condiciones similares a las indicadas para los estados I (Establecimiento) y II
(Multiplicacion). Después de cuatro semanas de cultivo se registro el nimero de explantes
que produjeron raices, se calcul6 el porcentaje de enraizamiento por cada tratamiento, el
nimero promedio de raices producidas por cada explante y la longitud promedio de las
raices producidas en cada uno de los tratamientos evaluados. Finalmente, las plantas
enraizadas (0,5 mg L™ de ANA) fueron transplantadas en bandejas plasticas con un sustrato
de propagacion compuesto por turba estéril. Las bandejas fueron colocadas en una
casamalla con una polisombra del 70% de cobertura y con tres riegos diarios de 30 s.
Durante la primera semana todas las plantas estuvieron cubiertas con una cobertura
transparente impermeable para evitar la deshidratacion. A partir de la tercera semana, la
cobertura fue levantada 1/5 de su totalidad amplidandola progresivamente hasta removerla
por completo al final de la cuarta semana. El niimero total de plantas adaptadas fue

registrado al final de la octava semana después del transplante.

Preparacion de medios de cultivo y esterilizacion.

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 adicion 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 presion de 1.1 Kg cm™ por un periodo de 15 minutos.



Analisis de datos

Cada tratamiento de cada experimento tuvo 15 repeticiones, las cuales fueron distribuidas
utilizando un disefio completamente al azar. Los datos registrados fueron analizados con un
analisis de varianza con base en el modelo estadistico Y; = 4 + i + €j; donde [ correspondio
al promedio general, i correspondié al efecto del tratamiento aplicado y e fue el efecto del
error experimental. Los promedios fueron separados utilizando una prueba de separacion de

medias de Tukey (a = 0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Establecimiento de explantes

Los datos obtenidos mostraron que todos los explantes establecidos en el medio de cultivo
MS sobrevivieron a las condiciones in vitro, mientras que solo el 60% de los explantes
establecidos en los medios de cultivo MSAB y MSCA lograron sobrevivir (Figura 1a).
Adicionalmente, el mayor porcentaje de formacion de nuevos brotes (60%), al igual que el
mayor promedio de nuevos brotes por explante (tres brotes por explante) ocurrid en el
medio MSAB. El medio MSCA indujo la formacién de nuevos brotes en un 40% de los
explantes con un promedio de dos brotes por cada explante establecido. El menor
porcentaje de explantes con formacion de nuevos brotes, al igual que el promedio més bajo
de nuevos brotes por explante fue observado en el medio MS basico, donde solo la mitad de
los explantes sobrevivientes experimentaron emergencia de nuevos brotes con un promedio

de 1,4 brotes por explante.



La supervivencia de los explantes una vez transferidos a las condiciones in vitro son el
resultado de la interaccion del estado fisioldgico de la planta madre y de las condiciones
suministradas (asepsia, medio, temperatura, luz, etc.); no obstante, es posible que el
genotipo tenga algun efecto relacionado. Suarez (2006) observé que el mayor porcentaje de
supervivencia en explantes de cafa flecha del cultivar UC121 ocurri6 en presencia de
MSAB, mientras que aquellos establecidos en medio MS completo sobrevivieron en un
67%. Los resultados obtenidos permiten inferir que los explantes de la variedad “Criolla”
producen un mayor numero de brotes durante el proceso de establecimiento al compararse
con explantes del cultivar UC121, donde se observo un promedio maximo de 0,86 nuevos

brotes por cada explante.

Multiplicacion de propagulo

Las observaciones realizadas permitieron determinar la emergencia de los nuevos brotes a
partir de las yemas axilares presentes en los explantes establecidos (Figura 1b), mientras
que el analisis realizado permitid observar que el suplemento de BAP en el medio de
cultivo incrementa de forma significativa (Pr< 0.0001) el promedio del nimero de nuevos
brotes producidos por cada explante (Figura 2). El mayor promedio de formacion de nuevos
brotes se presentd cuando los explantes fueron cultivados en presencia de 0,5y 1,0 mg L™
de BAP. Los mismos datos muestran que cantidades de BAP superiores a 1,0 mg L™
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 de plantas del tipo bambu a partir de explantes con meristemos



pre-existentes. Pattanavibool y Ramyarangsi (2007) reportaron una tasa de hasta 17,5
nuevos brotes al cultivar los explantes de Bambusa nana en un medio MS suplido con 4,5
mg L' de BAP. Mishra et al. (2001) al multiplicar in vitro Dendrocalamus strictus
(Poaceae) observaron una tasa de multiplicacion de 3,29 nuevos brotes con 3 mg L™ de
BAP, la cual se incrementd a 4,59 brotes por explante al adicionar 0,5 mg L' de
triacontanol. Jiménez et al. (2006), reportaron una tasa de ocho brotes por explante en
Guadua angustifolia con una concentracién entre 2,0 y 3,0 mg L' 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 5,0 mg L' de BAP.

Algunos estudios demuestran que el efecto inductor de proliferaciéon caulinar de las
citocininas en los explantes no es un evento generalizado y uniforme. Suérez (2006)
observo que el suministro de BAP resultd en una disminucion de la tasa de multiplicacion
de explantes de cana flecha del cultivar UC121 con respecto al tratamiento sin suministro
de BAP. Adicionalmente, Ndiaye et al. (2006), al cultivar in vitro explantes de Bambusa
vulgaris, no observaron ningun efecto significativo como resultado del suplemento de BAP
en el medio. Estos resultados fortalecen la hipotesis del posible efecto del genotipo sobre la

respuesta de los explantes en condiciones in vitro.

La combinacion de BAP y ANA incrementé significativamente la tasa de multiplicacion
con respecto al tratamiento control, aunque esta fue estadisticamente inferior a la obtenida
en presencia de 0,5 0 1,0 mg L' de BAP. Estos resultados coinciden parcialmente con los
obtenidos por Suarez (2006) quien reporta una tasa promedio de 12 nuevos brotes por

explante del cultivar UC121 con un suplemento de 0,1 mg L' de ANA y 0,3 mg L™ de



BAP. Similarmente, Beltran y Sehuanes (2004) alcanzaron la mayor tasa de multiplicacion
en un cultivar no determinado de cafia flecha con un suplemento de 2,0 a 4,0 mg L de
BAP combinado con suministros de ANA correspondientes a un cuarto de la concentracion
de BAP. El uso combinado de auxinas y citocininas en la multiplicacion in vitro ha sido
previamente reportado en otras especies. Kalia et al. (2004) reportaron una tasa de 10,3
nuevos brotes al cultivar explantes con meristemos pre-existentes de Bambusa nutans en un
medio semisélido con 5,0 mg L' de BAP y 1,25 mg L' de ANA. Sanjaya et al. (2005)
obtuvieron tasas de hasta 125 nuevos brotes por explante cada 50 dias al cultivar explantes
de Pseudoxytenanthera stocksii en un medio de cultivo MS liquido con 0,5 mg L™ de ANA
y 1,0 mg L™ de BAP. Kapoor y Rao (2006) utilizaron dosis combinadas de 0,56 a 1,12 mg
L' de BAP con 5,0 mg L' de ANA y 0.1 mg L™ de 4cido giberélico (GA3) en la induccion

de rizomas in vitro y desarrollo de brotes de Bambusa bambos.

El andlisis de los resultados del tamafio de los brotes producidos a partir de los explantes
cultivados en el medio de multiplicacion permitié determinar que los tratamientos aplicados
redujeron significativamente la longitud de los nuevos brotes (Figura 2). La mayor longitud
promedio de tallo se registrd en el tratamiento control absoluto, mientras que los brotes
desarrollados en los medios suplementados con BAP disminuyeron su tamafio en la medida
que se aumentd la concentracion de ésta. Resultados similares a los observados en la
presente investigacion fueron reportados por Suarez (2006) en cana flecha y Ndiaye et al.
(2006) en Bambusa vulgaris. Salisbury y Ross (1994) afirman que las citocininas pueden
inducir 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 los brotes cultivados en el tratamiento conjunto de auxinas y citocininas



desarrollaron una longitud significativamente mayor a los suplementados con las dosis mas

altas de citocininas solamente.

Enraizamiento in vitro y transplante ex vitro

El desarrollo y crecimiento de raices adventicias en los brotes micropropagados de cafia
flecha ocurri6 en todos los tratamiento evaluados (Figura 1c). Los datos registrados y
analizados permitieron determinar que la presencia de ANA incrementé de forma
significativa (Pr< 0.0001) el numero de raices por brote y disminuy¢6 significativamente la
longitud promedio6 de las raices producidas (Figura 3). La formacion de raices adventicias
con longitudes reducidas in vitro como respuesta al suministro de auxinas de forma
exogena parece ser el resultado del desplazamiento contrario al movimiento basipétalo que
ocurre de forma natural cuando las auxinas son producidas por el mismo explante

(Salisbury y Ross 1994).

Las observaciones realizadas muestran que el suministro de auxinas no es necesario para
que ocurra la formacion de raices adventicias en el cultivar “Criolla” de cafia flecha. Esta
condicién 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 Herndndez 2004,
Suarez 2006). Sin embargo, los datos muestran que un suministro de al menos 0,5 mg L™
de ANA es necesario para poder obtener un numero de 10 o mas raices adventicias con un
tamafio menor o igual a 1,0 cm de longitud (Figura 3). Suéarez (2006) observo niveles de
enraizamiento mayores a los resultados del presente estudio durante el enraizamiento de
cafia flecha cultivar UCI121, reportando un promedio superior a 40 raices por brote y

longitud promedio de raiz inferior a 1,0 cm en presencia de 0,5 mg L' de ANA. Beltran y



Sehuanes (2004) reportaron el mayor enraizamiento in vitro en caiia flecha con dosis de 4,0

a6,0mg L' de AIA.

Estudios relacionados en otras especies gramineas 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 explantes de Dendrocalamus strictus con 3,0 mg L™ de ANA.
Jiménez et al. (2006) observaron un enraizamiento completo (100%) en brotes axilares de
Guadua angustifolia en un medio sin suministro de auxinas. Saxena y Dhawan (1994)
reportd un 90% de enraizamiento en brotes de Bambusa tulda cultivados en un medio MS
con 1,75 mg L' de AIA. Ndiaye et al. (2006) reportaron un enraizamiento méaximo de
45,83% de brotes de Bambusa vulgaris cuando fueron cultivados con dosis iguales o
mayores a 20 mg L™ de AIB. Pattanavibool y Ramyarangsi (2007) alcanzaron un 90% de
enraizamiento en brotes de Bambusa nana cultivados en medio MS suplido con 18,62 mg
L' de ANA. Shirin y Rana (2007) obtuvieron la mayor tasa de enraizamiento en brotes de

Bambusa glaucescens con 5,1 mg L' de AIB.

Las plantas transplantadas a condiciones eX Vitro mostraron crecimiento y aspecto normales
sin signos evidentes de variabilidad morfolégica (Figura 1d). El porcentaje de
supervivencia registrado fue del 100%, lo cual indica que con la tasa de multiplicacion
obtenida en el estado de proliferacion de propagulo, es posible obtener cantidades

superiores a un millon de nuevas plantas en un afio partiendo de un solo explante.

CONCLUSIONES



e La formulacion de medio MS completo permite el establecimiento del 100% de los

explantes a las condiciones in vitro.

e La adicion de citocininas en el medio tiene efectos significativos sobre la

proliferacion in vitro de plantas de cafia flecha del cultivar criolla.

e El suministro de auxinas en el medio de cultivo incrementa de forma significativa el
numero de raices adventicias por cada explante y garantiza una adaptacion completa

de las plantas a las condiciones ex vitro.
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Figura 1. A. Explantes establecidos de cafna flecha, B. brotes proliferados in vitro, C.
brotes enraizados, D. plantas transferida a condiciones ex vitro.
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Tratamientos
Figura 2. Efecto de diferentes tratamientos (1=0,0; 2=0,1 mg L' ANA+0,3 mg L' BAP
3=0,5 mg L' BAP; 4=1,0 mg L' BAP; 5=2,0 mg L' BAP y 6=4,0 mg L' BAP)
sobre el nimero y longitud de brotes micropropagados de cafia flecha.
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Figura 3. Efecto de diferentes tratamientos (1=0,0; 2=0,5; 3=1,0; 4=2,0; 5=3,0 y 6=4,0
mg L' ANA) sobre el numero y longitud de raices producidas por tallos
micropropagados de cafa flecha.



