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Resumen

Con el fin de evaluar la respuesta de la micropropagacion de plantas de cafia flecha, Gynerium sagittatum
(Aubl), en un medio en doble fase durante la etapa de multiplicacién, se establecieron explantes
(porciones de tallos con metistemos axilares) de los cultivares Criolla, Criolla 1 y Martinera en un medio
semisolido iz vitro y se multiplicaron en un medio en doble fase con adicién de varias concentraciones
de bencilaminopurina (BAP) (0,0 mg/L, 0,5 mg/L, 1,0 mg/L, 1,5mg/L y 2,0 mg/L). Luego, se trealizd
enraizamiento en un medio con varias concentraciones de acido naftalenacético (ANA) (0,0 mg/L,
0,5mg/L, 1,0mg/L, 1,5mg/L y 2,0mg/L). Tanto los tallos multiplicados sin enraizar como los
enraizados iz vitro se transfirieron ex vitro. Los tratamientos se distribuyeron con un disefio completo al
azar, los datos se analizaron con ANOVA vy las medias se separaron mediante la prueba de Tukey. Los
microbrotes de los genotipos Criolla y Martinera cultivados con 0,5 mg/L de BAP mostraron tasas de
multiplicacién significativamente superiores en comparacioén con los controles. Todos los microbrotes
multiplicados y transferidos a un medio de enraizamiento formaron raices, aunque el ANA aumentd
significativamente el nimero de raices y redujo su longitud. Los tallos multiplicados de los tres
cultivares, con raices o sin rafces, transferidos ex viro mostraron una adaptacién y supervivencia del
100 %. Para Criolla y Martinera, los 0,5 mg/L de BAP aumentaron estadisticamente la multiplicacién.
El ANA increment6 la formacion de raices adventicias y redujo su longitud. Las plantas de todos los

cultivares se adaptaron a condiciones ex vzfro en un 100 %.

Palabras clave: cafia flecha, doble fase, enraizamiento iz vitro, medio de cultivo, propagaciéon de plantas
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Micropropagation of arrow cane, Gynerium sagittatum
(Aubl.) P. Beauv. cv. Criolla, Criolla 1, and Martinera, in a

double-phase medium

Abstract

To evaluate the micropropagation response of arrow cane, Gynerium sagittatum (Aubl.), plants using a
double-phase medium in the multiplication stage, explants consisting of stem sections with axillary
meristems from cultivars Criolla, Criolla 1, and Martinera were established 7z vitro in a semisolid
medium. Then, they were multiplied using a double-phase medium supplied at several
Benzylaminoputine (BAP) concentrations (0.0, 0.5, 1.0, 1.5, and 2.0 mg/L), followed by rooting in a
culture medium supplied at several Naphthaleneacetic acid (NAA) concentrations (0.0, 0.5, 1.0, 1.5, and
20 mg/L). Both multiplied unrooted and rooted microshoots were transferred ex vitro. Treatments wete
distributed with a completely randomized design; data were analyzed with an ANOVA and means
separated with Tukey’s test. Explants from Ctriolla and Martinera cultured with 0.5 mg/L BAP resulted
in higher multiplication rates. All microshoots transferred to the rooting medium rooted, although
NAA significantly increased the number of roots and reduced root length. Plants from all three
cultivars, 7z vitro rooted or unrooted transferred to ex wifro conditions, showed 100 % survival and
adaptation. For Criolla and Matrtinera, 0.5 mg/L BAP statistically increased shoot multiplication rates
and NAA increased adventitious root formation and reduced root length. Plants of all cultivars

survived and adapted 100 % to ex vitro conditions.

Keywords: arrow cane, culture media, double phase, iz vitro rooting, plant propagation
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Introduccion

La cafa flecha, Gynerium sagittatum (Aubl.) P. Beauv. (Poaceae), es la materia prima de muchas artesanias
fabricadas por las comunidades indigenas zenu asentadas en los llanos de Cérdoba y Sucre, costa norte
de Colombia (Pérez, 1978; Uribe, 1982). Las artesanias zend son reconocidas en el mundo por su
belleza y tradicién; una de las mas populares es el sombrero vueltiao, simbolo cultural colombiano que
cuenta con proteccién comercial por la denominaciéon de origen (Superintendencia de Industria y
Comercio [SIC], 2017). Las comunidades aborigenes zend estin organizadas legalmente en el
Resguardo Indigena Zenu de San Andrés de Sotavento, con alrededor de 18.000 personas y 5.000
familias que dependen econémicamente del trabajo artesanal de la cafia flecha (Departamento
Administrativo Nacional de Estadistica, 2005; Serpa, 2000; Valencia, 1987).

La demanda de productos de cafia flecha se ha incrementado en los dltimos afios debido a una mayor
afluencia de turistas y a la venta de artesanfas nacionales e internacionales (Artesanias de Colombia,
2019). Dado que no existen cultivos comerciales de cafa flecha, la fibra para la fabricacion se extrae de
las poblaciones de plantas naturales, que han disminuido alrededor del 50 % en los ultimos 20 afios
(Araméndiz et al., 2005). La reduccién de las poblaciones naturales no solo afecta de forma negativa a
los artesanos al aumentar los costos de la fibra y reducir las ganancias de la venta de productos, sino
que también tiene un impacto significativo en los ecosistemas de humedales asociados con la cafia
flecha (Lopez & Suarez, 2018). El crecimiento radial de las plantas a partir de una sola cafia forma un
nicho para que muchos insectos, anfibios y otras especies animales completen su ciclo de vida. Ademas,
el sistema de raices de las plantas es una barrera natural contra la erosién del suelo que preserva el
ecosistema (Kalliola et al., 1992). Se requieren alternativas para proveer de fibra natural de cafia flecha a
la industria artesanal, no solo para preservar el legado artesanal milenario zend y la tradicién cultural
colombiana, sino también para reducir el impacto negativo de la actividad de fabricacién con cafia

flecha en el medioambiente.

Diferentes estudios sobre la propagacion clonal de la cafia flecha han tenido como objetivo producit
material vegetal para actividades comerciales de cultivos. En una evaluacién de esquejes para clonacion
posicional, Sudrez Padrén (2020) encontré que los esquejes plantados horizontalmente dieron como
resultado plantas mds enraizadas. La inmersién de la base terminal en tratamientos de auxina (NAA e
IBA) (40 mg/1-120 mg/L) aumenté el porcentaje de enraizamiento en esquejes de 40 cm de largo
plantados verticalmente (Hernandez Murillo et al., 2005). A pesar de los resultados en porcentajes de
enraizamiento, la longitud del esqueje necesario para plantar (> 30 cm) hace que la propagacion a gran

escala sea ineficaz con este método (Hernandez Murillo et al., 2005).

La micropropagacion es una técnica de propagacion clonal que disemina asépticamente plantas i vitro
en medios de cultivo como sustrato en condiciones ambientales controladas (Cobo et al., 2018; Nunes
et al,, 2018; Singh et al., 2019; Tisarum et al., 2018). Ante el desatio de producir material vegetal para la
siembra comercial de cafa flecha (G. sagittatum), el Grupo de Investigaciéon en Biotecnologia Vegetal
(GIBV) de la Universidad de Cérdoba ha trabajado para desarrollar un protocolo de micropropagacion
para la cafa flecha Criolla (Lépez & Suarez, 2018; Pastrana & Suarez, 2009; Suarez et al., 2009, 2017).

Los esfuerzos ahora se centran en expandir la micropropagacion a cultivares distintos a Criolla y reducir
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los costos de micropropagacion de las plantas para hacer que la producciéon de cafia flecha sea mas
respetuosa con el medioambiente.

La micropropagaciéon mediante un sistema de medio en doble fase combina el uso de medios
semisélidos y liquidos en un solo recipiente para permitir el crecimiento continuo del explante sin
subcultivos. En cambio, el suministro de nutrientes se refresca al agregar con regularidad una nueva
fase liquida y el estrés tisular se reduce al mantener los cultivos en el mismo receptor hasta la
transferencia a la siguiente etapa del protocolo (Scherwinski-Pereira et al., 2012). Se espera que esta
técnica reduzca los costos al disminuir el uso de agentes gelificantes y permita un mejor crecimiento de
las plantas al reducir el nimero de subcultivos y, por tanto, el estrés de las plantas. El presente trabajo
tiene como objetivo evaluar la respuesta de micropropagacion de tres cultivares de cafia flecha en un
medio en doble fase durante la etapa de multiplicacion.

Materiales y métodos
Establecimiento in vitro

Se obtuvieron plantas madre de brotes cultivados en el campo de los cultivares Martinera y Criolla 1 del
Campo Experimental de la Universidad de Cérdoba. Los brotes aislados se lavaron con agua de grifo
para eliminar la suciedad y se transfirieron a macetas de plastico (48,5 cm X 60,0 cm) con una mezcla de
sustrato de turba y arena (1:1). Las plantas se mantuvieron en un umbraculo con 50 % de luz y riego
por aspersiéon dos veces al dia (2min cada uno). Se rocié un tratamiento alternativo semanal con
Mancozeb (4 g/L) y Benzimidazol (6g/L) pata prevenir ataques de hongos. Se aislaron los brotes
axilares o basales que emergieron de los brotes plantados y se usaron como fuente de explante para el
establecimiento z vitro. Las hojas y el material de vastago se retiraron de las secciones del tallo (1 cm de
didmetro) y se seccionaron a los 3 cm de largo con una sola yema axilar en cada seccion. Las porciones
se lavaron durante una hora con agua corriente y luego se desinfectaron en la superficie con una
solucién de hipoclorito de sodio (1,25% de cloro activo) y dos gotas de Tween 20® durante 20
minutos mientras se agitaban de forma continua.

Posteriormente, las secciones de la planta se lavaron con tres cambios de agua estéril dentro de una
campana de flujo laminar. Para evitar la descomposicion del explante 7 vitro, los tejidos blanqueados de
la parte final de las secciones del explante se retiraron con un bisturi estéril antes del establecimiento 7
vitro. Los explantes, que constan de secciones de tallo de 1-2 cm de largo con una sola yema axilar, se
establecieron en matraces de 250 cm? que contenfan 30 mL del medio semisélido MS (Murashige &
Skoog, 1962) con sales principales, mioinositol (100 mg/L), sacarosa (30.000 mg/L), HCI de tiamina
(0,4 mg/L) y Phytagel® (4.000 mg/L) (Sigma Co.). Los matraces se cubtieron con dos capas de papel
de aluminio resistente y se sellaron con Nescofilm®. Los cultivos se mantuvieron a 20 °C, en un
fotoperiodo de 12 horas (40 umol m? s-2), y se transfirieron cada mes a un medio nuevo de la misma
formulacién. Después de tres subcultivos consecutivos, se registré el nimero de explantes vivos,
explantes con brotes recién formados, explantes contaminados y medios fenolizados.
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Los explantes del cultivar Criolla, en cambio, se obtuvieron de plantas establecidas 7z vitro que se
mantuvieron en condiciones similares, como se describe para Martinera y Criolla 1, durante un afio con
transferencias mensuales a un medio fresco. Las plantas originales de Criolla se obtuvieron de ensayos

sembrados en el Campo Experimental de la Universidad de Cérdoba.

Multiplicacion de brotes

A fin de determinar las mejores condiciones para la multiplicaciéon de brotes a partir de meristemas
axilares, grupos compuestos por tres brotes aislados de los cultivares Criolla, Criolla 1 y Martinera
establecidos iz vitro se transfirieron a matraces de borosilicato de 200 cm?3, los cuales contenfan 30 mL
del medio MS semisdlido con sales principales, y se complementaron con mioinositol (100 mg/L),
sacarosa (30.000 mg/L), HCI de tiamina (0,4 mg/L) y agar (8.000 mg/L) (Sigma Co.). Los medios se
suministraron de forma independiente a cinco concentraciones de bencilaminopurina (BAP) (0,0 mg/L,
0,5mg/L, 1,0mg/L, 1,5mg/L vy 2,0mg/L). Los cultivos se cubrieron, se sellaron y se almacenaron
como se indica para la etapa de establecimiento.

El experimento consistié en un disefio bifactorial (3 cultivares X 5 niveles de BAP) con 15 tratamientos
y cinco repeticiones; se distribuyeron 75 unidades experimentales (recipientes) con un disefio
completamente al azar. Cada 20 dias se adicionaron a los cultivos 5 mL de medio liquido fresco de la
misma formulacién —segun el tratamiento respectivo— y se almacenaron como se indica en la etapa
de establecimiento. Después de agregar el medio por cuarta vez (120 dias en cultivo), se registré el
numero de brotes nuevos por explante y la longitud promedio de los brotes (en cm desde la base hasta
la punta de la hoja de los diez brotes de cada tratamiento). Los datos se analizaron mediante un
ANOVA basado en el modelo de la ecuacién 1, donde u fue la media general, T7 fue el efecto del
cultivar, 7 fue el efecto del nivel de BAP y Eiik fue el error experimental. Las medias se separaron
mediante la prueba de Tukey (a = 0,05).

Yie =u+ T+ B+ (TB)i + € Ecuacion 1

Enraizamiento in vitro

Para evaluar las condiciones de enraizamiento, los brotes proliferados (racimos de tres brotes) de los
cultivares Criolla, Criolla 1 y Martinera se transfirieron a matraces de borosilicato de 200 cm? que
contenfan 30 mL de un medio MS semisélido con sales principales y mioinositol (100 mg/L), sacarosa
(30.000 mg/L), HCI de tiamina (0,4 mg/L) y agar (8.000 mg/L) (Sigma Co.). Esto se complementé de
forma independiente con cinco concentraciones de NAA (0,0 mg/L, 0,5mg/L, 1,0mg/L, 1,5mg/Ly
2,0 mg/1). Las condiciones de luz, temperatura y fotoperiodo de los cultivos fueron similares, segun lo
indicado para las etapas de establecimiento y multiplicacién. Después de cuatro semanas, se registro el
namero de cultivos con raices, el numero de raices por cultivo y la longitud promedio de raices por
cultivo. Los datos recolectados se analizaron con un ANOVA basado en la ecuacion 2, donde u fue la
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media general, T7 fue el efecto del cultivar, g/ fue el efecto del nivel de NAA y Eix fue el error

experimental. Las medias se separaron mediante la prueba de Tukey (a = 0,05).

Yie =p+Ti+ B+ (TBu + Eux Ecuacién 2

Aclimatacion

Las plantas enraizadas iz vitro y los brotes sin rafz de la etapa de multiplicacién de cada cultivo se
transfirieron a condiciones ex pifro para evaluar la tasa de supervivencia de la planta. Las plantas
micropropagadas se extrajeron de los matraces, se lavaron con agua destilada para eliminar el medio y
se colocaron en una bandeja de 72 tapones llena de turba (Pindstrup®) como sustrato. Se colocd una
sola planta en cada tapon, se rocié con agua destilada y se cubrié la bandeja con una cubierta de plistico
transparente. Las bandejas se colocaron en un umbraculo (50 % de luz) y se regaron cada cuatro horas
mediante riego vaporizado. Después de tres dias, se quitaron las cubiertas y la frecuencia de riego se
cambi6 a una cada ocho horas. Después de 40 dias, se registr6 el nimero de plantas que sobrevivieron.

Resultados y discusiéon
Establecimiento 7n vitro

La supervivencia del explante en condiciones # vitro se vio afectada por la contaminacién microbiana, la
baja adaptacién y la concentracién del agente desinfectante. De 120 explantes de cada cultivar
establecidos, solo cinco (4,1 %) de Criolla 1 y siete (5,8 %) de Martinera sobrevivieron a condiciones 7
vitro, lo que demuestra el crecimiento de brotes del meristemo axilar. Estos explantes se seleccionaron
para trabajos posteriores (tabla 1, figura la). Durante las dos primeras semanas, los explantes
seleccionados mostraron fugas fendlicas, ennegrecimiento del tejido y descomposicion, lo que obligd a
transferirlos a un medio nuevo cada tres dias durante dos semanas para evitar la muerte del explante
(tigura 1b). Se observé formaciéon de nuevos brotes en pocos explantes después de cinco semanas
(figura 1c). Después de 12-15 semanas, la emisién fendlica se detuvo, los nuevos brotes emergentes y
las hojas se acortaron en tamafio, los érganos se volvieron verdes y los brotes nuevos enrojecidos

mostraron un patrén de crecimiento radial.
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Tabla 1. Establecimiento 7z vitro de explantes de cafia flecha (G. sagittatum) Criolla 1 y Martinera

Explantes sin e
. Explantes Explantes Explantes P Y con
Cultivar . . formacion de L.
totales oscurecidos contaminados formacion
brotes

de brotes

Criolla1 120 120 88 27 5

Martinera 120 120 79 36 7

Fuente: Elaboracién propia

Figura 1. Proceso de establecimiento 2 vitro de explantes de cafia flecha (G. sagittatum) en un medio MS
(Murashige & Skoog, 1962) semisélido con sales principales. a. Una semana después del
establecimiento; b. Dos semanas después del establecimiento; c. Cuatro semanas después del
establecimiento; d. Ocho semanas después del establecimiento.

Fotos: Claudia Lopez Diaz

Multiplicacién de brotes

Las plantas multiplicadas ## vitro mostraron un patrén de crecimiento radial desde un punto central
interior hacia la periferia, sin evidencia de crecimiento de brotes adventicios (figura 2).
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Figura 2. Crecimiento y multiplicacién de brotes de cafa flecha a partir de explantes con meristemos
preexistentes cultivados en un medio MS (Murashige & Skoog, 1962) en doble fase con adicién de
0,5 mg/L de BAP después de seis (izquierda) y ocho (derecha) semanas de cultivo en un medio de
multiplicacién.

Fotos: Claudia Lopez Diaz

El ANOVA permitié detectar que el cultivar, los niveles de BAP y la interaccién entre ambos
influyeron estadisticamente (Pr < 0,05) en la formacién de nuevos brotes. Segun la prueba de Tukey, las
tasas mas altas de formacién de nuevos brotes se dieron en los explantes de los cultivares Criolla (28,2),
Martinera (21,2) y Criolla 1 (10) (tabla 2) cuando los explantes se cultivaron en un medio con 0,5 mg/L
de BAP, aunque para el cultivar Criolla 1 no hubo diferencias estadisticas entre los brotes cultivados en
presencia o ausencia de BAP. Las tasas de multiplicacién mas bajas se presentaron para todos los
cultivares cuando los explantes se cultivaron en un medio sin suministro de BAP. El nivel de BAP por
encima de > 0,5 mg/L redujo de forma drastica la formacién de nuevos brotes (tabla 2, figura 3).

Tabla 2. Efecto de BAP sobre la multiplicacion de brotes 7z vitro (desviacion estandar) y longitud de
brotes en cm (desviacion estandar) de cafia flecha (G. sagittatum) cv. Criolla, Criolla 1 y Martinera

e Criolla Criolla 1 Martinera

(me/L) Namero de Longitud de Numero de Longitud de Numero de Longitud de

brote brote (cm) brote brote (cm) brote brote (cm)

0,0 5,2 (1,3)bc 7,2 (1,7) bede 3,2 (1,3)¢ 8,0 (1,0)cadbe 3,4 (0,5)¢ 8,4 (1,8)cadbe
0,5 28,2 (2,8)° 10,8 (0,8)° 10 (1,5) 9,2 (1,6)=b 21,2 (1,0)° 9,6 (1,1)%*
1,0 11,8(3,5)° 8,0 (1,5)bcde 7 (3,3)F 6,4 (1,1)cde 7,6 (1,1)0 5,8 (0,8)fe
1,5 10,2 (3,7 8,8 (1,3)c0cd 6,2 (0,8)b¢ 5,9 (1,4)fde 5(1,5) 7,4 (2,0)cd0e
2,0 6,8 (2,1)bc 5,5 (1,1)¢f 7,8(0,8)kc  8,0(1,8)ccbe 3,4 (0,5)¢ 3,8(0,8)f

Fuente: Elaboracién propia
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Figura 3. Multiplicaciéon de brotes de cafia flecha (G. sagittatum) a partir del explante con meristemas
preexistentes de Criolla (izquierda), Criolla 1 (centro) y Martinera (derecha), después de cuatro semanas
de cultivo en un medio MS en doble fase con adicién de 0,5 mg/L de BAP.

Foto: Claudia Lépez Diaz

Para la longitud de los brotes, el ANOVA permitié detectar diferencias estadisticas (Pr < 0,05) entre
todos los tratamientos. Los brotes mas largos (10,8 cm) crecieron a partir de brotes de Criolla
cultivados con 0,5 mg/L de BAP; sin embargo, no fueron estadisticamente diferentes de los brotes de
Criolla 1 y Martinera cultivados al mismo nivel de BAP. Los datos recolectados mostraron una

correlacién positiva (= 0,78) entre la longitud de los brotes y el nivel de BAP en el medio (figura 3,
tabla 2).

Enraizamiento in vitro

Los cultivos de todos los cultivares desarrollaron raices, de manera que se observé un 100 % de
enraizamiento para todos los tratamientos; no obstante, el ANOVA permitié detectar diferencias
estadisticas (Pr< 0,05) entre tratamientos debido a los cultivares, los niveles de NAA vy la interaccién
entre estos dos factores. Los brotes cultivados en medios con adicién de NAA desarrollaron un mayor
numero de raices que los cultivados en ausencia de NAA. El nimero de raices adventicias por explante
fue mayor para la mayoria de los cultivares cuando al medio se le afiadié 1,0 mg/L de NAA; sin
embargo, un nivel de NAA mayor de 1,0 mg/L redujo el nimero de raices adventicias (tabla 3, figura
4).
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Tabla 3. Formacién de raices adventicias iz vitro (desviacién estandar) y longitud de la raiz en cm
(desviacion estandar) de cultivos de cafa flecha (G. sagittatum) cv. Criolla, Criolla 1 y Martinera en un
medio con adicién de NAA

NAA (mg/L) Criolla Criolla 1l Martinera

Raices Longitud de Raices Longitud de Raices Longitud de

la raiz (cm) la raiz (cm) la raiz (cm)

0,0 13,2 (8,6)%  3,7(1,1)° 9,2 (4,0)f 6,0(0,7)° 5,2 (0,8)" 3,8(0,9)°

0,5 33,0(3,9)= 1,9(0,2)dec 43,0(11,2) 2,9(0,8)k 25,0(10,7)cde 2,7 (1,0)de

1,0 41,8(7,009°  1,5(0,5)%c  42,0(4,1)® 1,2 (0,2)° 46,4 (11,9)°  2,0(0,7)dc

1,5 33,4(6,9)°®  1,6(0,2)%  34,0(2,9)°®  1,6(0,2)%  26,2(8,9)  1,4(0,6)%

2,0 35,2(6,3)°®  1,5(0,2)%  34,6(3,2)% 1,1(0,2)¢ 36,4(4,7)*®  1,3(0,4)%

Fuente: Elaboracién propia

Figura 4. Enraizamiento de brotes de cafa flecha (G. sagittatum) cv. Criolla (izquierda), Criolla 1
(centro) y Martinera (derecha), cultivados iz vitro después de cuatro semanas de cultivo en un medio MS
con adicién de 1,0 mg/L de NAA.

Fotos: Claudia Lopez Diaz

La longitud de las raices adventicias se vio afectada estadisticamente por el suministro de NAA en el
medio (Pr< 0,05). La prueba de Tukey mostrd que las raices mas largas para Criolla 1 (6 cm), Martinera
(3,8 cm) y Criolla (3,66 cm) se presentaron en brotes cultivados en un medio sin suministro de NAA;
por el contrario, las raices siempre se acortaron cuando los explantes se cultivaron en un medio con
suministro de NAA. Las raices cultivadas en NAA se redujeron proporcionalmente con una mayor
concentracion de NAA (figura 4, tabla 3).

Aclimatacion

Las plantas enraizadas 7 vitro de todos los cultivares y los brotes micropropagados de la etapa de
multiplicacién mostraron una supervivencia completa (100 %) y una adaptacién total cuando se
transfirieron a condiciones ex zifro. Cuatro semanas después de la transferencia, las plantas estaban
sanas, presentaban color verde y crecifan activamente sin tejidos muertos, areas necroticas ni

crecimiento adventicio (figura 5).
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Figura 5. Adaptacion ex vitro de las plantas micropropagadas de cafa flecha (G. sagittatum) Criolla,
Criolla 1 y Martinera.
Fotos: Claudia Lépez Diaz

La micropropagacion es una técnica de propagacioén de plantas clonales que permite producir nuevas
plantas a partir de propagulos de pequefio tamafio (explantes) en un entorno aséptico, con condiciones
ambientales controladas y crecimiento heterotréfico, entre otras caracteristicas (Choudhary et al., 2015;
Lodha et al., 2015). La micropropagacion a partir de explantes con meristemas preexistentes es uno de
los métodos de micropropagacién mas utilizados en la produccién de material vegetal comercial debido
a su estabilidad genética y fenotipica y a las altas tasas de multiplicacién para la mayoria de las especies
de plantas (Choudhary et al., 2015; Hassan, 2017).

La micropropagacién de meristemas preexistentes se basa en la adicién de citoquininas a los medios de
cultivo para interrumpir la dominancia apical e inducir la elongacién repetitiva de los brotes axilares
(Quiroz et al., 2017; Yavuz, 2016). Los datos obtenidos a partir de la presente investigacién mostraron
que, independientemente del genotipo, la multiplicacién de brotes de cafia flecha en un sistema de
doble fase con 0,5mg/L de BAP aumenté estadisticamente en los cultivares Criolla y Martinera en
comparacién con los cultivados en ausencia de BAP. Los informes anteriores sobre la
micropropagacion de la cafia flecha utilizando medios de sistemas semisélidos son consistentes con un

aumento de los efectos de BAP en la multiplicacién de brotes de meristemas preexistentes (Pastrana &
Suarez, 2009; Suarez et al., 2009).

El cultivar Criolla 1 evidenci6 la tasa de multiplicacién mas baja (diez nuevos brotes por explante) entre
los tres cultivares con esta concentraciéon de BAP. Sin embargo, incluso para este cultivar, la tasa de
multiplicacién observada, con una frecuencia de cuatro semanas para subcultivos, puede convertirse en
un método eficaz de propagacion de plantas. Ademas, dado que la etapa de multiplicacién de brotes
empleé un medio en doble fase, otros factores deben considerarse provechosos para este protocolo:
menores costos en agentes gelificantes, menos mano de obra, menor contaminacién del cultivo y
menor estrés de la planta. Esto puede resultar en un protocolo de micropropagacién mas eficiente para
plantas de cafia flecha (Lopez & Sudrez, 2018).

Uno de los propésitos de la multiplicacion de brotes a partir de meristemas preexistentes es obtener
nuevos brotes que puedan enraizarse de manera eficiente y soportar condiciones ex vitro para la
adaptacién en el campo (Lodha, 2015; Quiroz et al., 2017; Senapati, 2015). El tamafio de los brotes es
fundamental en el almacenamiento de reservas de energia para la formacién de raices adventicias y el
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desarrollo de nuevos 6rganos cuando se transfieren a condiciones ex vitro (Kane, 1996; Suarez Padrén,
2020). Los brotes multiplicados de cafia flecha en un sistema de medio convencional semisélido con
0,5 mg/1. de BAP midieron en promedio 3 cm de largo (Pastrana & Sudtez, 2009), mientras que, en la
presente investigacion, los brotes con el mismo suministro de BAP fueron tres veces mas grandes
(9 cm). Se observaron resultados similates al comparar brotes de pifia Ananas comosus 1. (Bromeliaceae)
(Scherwinski-Pereira et al., 2012) y de cafia flecha G. sagittatum (Loépez & Suarez, 2018; Suarez-Padrén et
al., 2020) cultivados en medios semisolidos y en medios bifasicos. El aumento del tamafio de los brotes
se asocia con una mayor acumulacién de reservas de energfa, lo que genera mds posibilidades de
supervivencia cuando se transfieren a condiciones ex vzfro y un mejor desempefo de la planta durante la
fase inicial de crecimiento y desarrollo en el campo (Almeida do Vale et al., 2019; Espinosa-Reyes et al.,
2019).

La rafz es el 6rgano que permite la absorcién de agua y nutrientes y estabiliza la planta en el sustrato
(Quiroz et al.,, 2017; Senapati, 2015). En condiciones iz vitro, el medio vegetal y el medio ambiente
evitan la deshidratacién del tejido vegetal y favorecen la absorcién de nutrientes sin formacion de raices.
No obstante, para condiciones ex vitro, €l enraizamiento iz vitro proporciona los mecanismos para el
crecimiento y desarrollo normales de la planta en condiciones de campo abierto (Choudhary et al.,
2017; Zakavi et al, 2016). Por lo general, la formacién de raices adventicias 7 vifro se promueve
mediante el suministro de auxinas en el medio de cultivo (Ozdemir et al., 2014; Resende et al., 2016). La
presente investigacion mostré que el suministro de NAA en el medio aumenté estadisticamente la
induccién de la formacién de raices adventicias en los brotes de cafia flecha micropropagados para
todos los cultivares. Los brotes cultivados en un medio con adicién de NAA formaron tres veces mas
raices que los cultivados en ausencia de NAA; la respuesta aumenté incluso en comparacion con
estudios previos de enraizamiento 7 vitro con cafia flecha (Pastrana & Suarez, 2009; Sudrez et al., 2009).

El enraizamiento 7 vifro de buena calidad no solo se relaciona con la formacién y proliferacién de raices
adventicias, sino también con caracteristicas de la raiz como la longitud y el ancho (Benavides et al.,
2016; Rodriguez et al., 2015; Zakavi et al., 2016). Durante la transferencia a condiciones ex vitro, los
brotes con raices mas cortas son faciles de manipular y no requieren recorte, lo que produce estrés y
heridas abiertas (Kane, 1996). Las raices formadas en medios con suministro de NAA fueron un 50 %
mas cortas que las cultivadas en medios privados de NAA, lo que redujo la longitud de la raiz a medida
que aumentaron los niveles de NAA para todos los cultivares, un patrén que parece ser similar para la

mayoria de las especies de plantas cultivadas i vitro.

La cuarta etapa de la micropropagacion esta destinada a brindar a las plantas micropropagadas las
condiciones ambientales 6ptimas para resistir la transicion de un modelo de crecimiento heterétrofo (i
vitro) a uno autétrofo (ex vitro) (Ozdemir et al,, 2014; White et al., 2016). La baja competencia
fotosintética es uno de los factores limitantes mas severos para que las plantas cultivadas iz vitro de
forma convencional se adapten a las condiciones externas del campo. Los cultivos 7 vitro no son
activamente fotosintéticos, ya que la intensidad de la luz no puede activar la funcién del cloroplasto en
condiciones normales i vitro; por lo tanto, se debe agregar sacarosa al medio de cultivo como fuente de
energia (Seon et al., 2000; Tisarum et al., 2018). La disfuncién del cloroplasto permanece cuando las
plantas se transfieren a condiciones ex witro y es necesaria la formacién de nuevos 6rganos,

especificamente hojas, para activar la fotosintesis y la nutricién autétrofa. Dado que no se producen
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carbohidratos u otra fuente energética, la energfa requerida para la formacién de nuevos 6rganos
proviene de las reservas acumuladas durante el crecimiento zz vitro (Lata et al., 2016; Nunes et al., 2010).
El presente estudio mostrd que los brotes cultivados en doble fase eran tres veces mas grandes que los
micropropagados en sistemas de medios semisélidos convencionales informados en otros estudios
(Pastrana & Sudrez, 2009; Suarez Padrén, 2020), lo que aumenta su capacidad para la formacion de

nuevos 6rganos y su habilidad para desempefiarse mejor durante la transicion i vitro-ex vitro.

Un segundo factor limitante para las plantas cultivadas 7 vitro transferidas a condiciones ex vifro es la
deshidratacion rapida y severa de los tejidos (Kumari et al., 2017; Mozafari et al., 2015). Las plantas 7
vitro se mantienen en una atmosfera cerrada saturada de agua y se establecen en un medio de cultivo con
> 90 % de agua. Este ambiente totalmente humedo evita la activacién de mecanismos como el cierre de
estomas y la acumulacion de cuticulas, destinadas a evitar la deshidratacién. Como la estructura foliar 7
vitro es propensa a una rapida deshidratacién cuando se transfiere a ex vitro, las plantas deben colocarse
en un ambiente con alta saturacién de agua (sistemas de riego vaporizado) y baja intensidad de luz
(umbraculo), con el fin de evitar la pérdida de plantas (Bukhari et al., 2016; Zakavi et al., 2016). En la
presente investigacién, independientemente del cultivar y de la etapa de micropropagacion
(multiplicacién de brotes o enraizamiento 7 vitro), los cultivos transferidos a condiciones ex vitro se
adaptaron por completo y sobrevivieron (100% de supervivencia), como se informé en estudios
previos (Pastrana & Suarez, 2009; Suarez et al., 2009).

La etapa de enraizamiento 7 vifro es la mas costosa del protocolo de micropropagacién debido a los
gastos de auxina, la mano de obra, las cantidades de medio de cultivo y los reactivos. Por otra parte, la
transferencia de la etapa de multiplicacién a la de enraizamiento aumenta el riesgo de contaminacion, el
estrés de los tejidos y el tiempo de cultivo. La transferencia directa de brotes de la etapa de
multiplicacién a la adaptacién ex vitro reduce los costos y el tiempo, a la vez que mantiene las tasas de
supervivencia y la calidad de la planta. El desempefio de los brotes enraizados y no enraizados cuando
se transfieren a condiciones ex wifro demostré que el enraizamiento 7z vitro es innecesatio para que las
plantas micropropagadas se adapten a las condiciones ex vitro, lo que indica que la transferencia ex vitro
desde la etapa de multiplicacion se puede realizar sin implicaciones para la supervivencia de la planta.
En cambio, es posible acortar el tiempo para la produccion de la planta y reducir los costos.

El presente protocolo para la micropropagaciéon de la cafia flecha Criolla, Criolla 1 y Martinera,
utilizando un medio en doble fase y la transferencia de brotes directamente desde la etapa de
multiplicacién a la adaptacién ex vifro, permite la produccién en masa de plantas de alta calidad a partir

de pocos explantes establecidos iz vitro en un periodo relativamente corto.

Conclusiones

Menos del 10% de los cultivares Criolla 1 y Martinera se adaptaron a condiciones iz vitro. Un
suministro de 0,5 mg/L de BAP en el medio aumenté estadisticamente las tasas de multiplicacién de
brotes para Criolla y Martinera. El suministro de NAA en el medio aumenté6 la formacién de rafces
adventicias y redujo la longitud de las raices para todos los brotes de cultivares; sin embargo, no afectd
los porcentajes de enraizamiento. Los brotes micropropagados de todos los cultivares mostraron
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adaptacion y supervivencia completas (100 %) cuando se transfirieron a condiciones ex vifro, ya fueran
enraizadas 7 vitro o no.
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