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RESUMEN

En las actividades artesanales de la cultura Indigena Zenu de San Andrés de
Sotavento Cordoba y Sucre es utilizada por excelencia la planta conocida como Caria
Flecha (Cynenum segilatum) perteneciente a la familia de las Pcaceae. De la parte
central de sus hojas son extraidas unas fibras que es la materia prima para la
elaboracion de multiples accesorios entre los que se destaca el sombrero “vueltiao”
simbolo de Nuestra Identidad Nacional. La gran demanda de estos accesorios a nivel
nacional e internacional ha generado una demanda sostenida de la fibra que
contrarresta con los bajos niveles de los cultivos actuales. Por tal motivo la
micropropagacion /1 vitro, se plantea como altemativa de solucién para la obtencion de
plantas libres de patdgenos a gran escala ya que los meétodos de propagacion
tradicionales no son suficientes para el incremento de nuevos cultivos en volumen
adecuado. Con este fin se indujeron estacas de 20-25 cm. en frascos con 250 ml de
agua estérii y dejados en condiciones semicontroladas de temperatura 25+3 °C,
humedad relativa de 45 - 60%, y una intensidad luminica de 67+ 5 pmol.m?s
obteniéndose un promedio de 2-4 brotes / estaca, con una longitud de 25 - 30 cm al
cabo de 25 dias, como plantas madres. En la etapa de desinfeccion de explantes se
evaluaron diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio (NaOCI). Observandose
que en los concentraciones al 1%, 2% y 3% por tiempo de 20 minutos, mostraron mas
del 75 % de explantes sin contaminacion para los diferentes tipos de segmentos. En la
fase del establecimiento /7 vilro se evalu6 el efecto de la hormona bencilaminopurina
(BA) en concentraciones de (0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8y 1.0 mg/L™), obteniéndose un 100%
de brotacion y un desarrollo de hojas, longitud en forma optima en las concentraciones
de 0.2y 0.4 mg/L de BA. En la etapa de multiplicacion se evalud el efecto de BA, la
mayor obtencién de brotes multiples se obtuvo en unrangode 2 -4 mg/L" BAy 0.5y 1
mg/L de ANA. Para la etapa de enraizamiento se evalud el efecto del acido Indolacético
(AIA) obteniéndose las mejores respuestas fisioldgicas en un rango de 4 —6 mg/L™. La
respuesta de la caia flecha a las condiciones 7 viffo, es satisfactoria pues existe la
posibilidad de obtener aproximadamente 40.000 plantas en tan solo 7.5 meses de
cultivo, considerandose esta técnica como una herramienta utili en la produccion
comercial de semillas sanas.
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ABSTRACT

In the culture’s craft activities of the indigenous Zenu’ s peoples of San Andres’s
Cordoba and Sucre, is utilized par excellence the plant known as Cana Flecha
(Gynerium sagittatum) bellowing to the FCACEAE family. From his leave’s middle
part some extracted fibers are unaces out the raw the material is for the multiple
accessories are elaboration the “vueltiao” out the cap that is national's symbol.
These have a great national and international demand. The demand our come the
are ability of fiber. It is a challenge, because there in not propagation material to
produce the necessary fiver accessory’s great request nationally and international
has generated a request once was supported of the fiber that he counters with the
present-day cultivation’s low levels. For such motive the micropropagation in vitro,
it comes into question as an alternative for obtaining plants free of pathogen on a
large scale as propagation method for massive production of plant ground material.
25 cm stakes in flask with 250 mL of sterile water we located in environmentally
controlled conditions (27°C, RH: 55% and 65 umol.m™?s™ of luminie intensity.
Under there conditions each stake produced an average of 4 axiler shoot, whith a
high of 28 cm in average after 25 days. The were as mother plants. In the infection
stage deferent concentration of NaOCl were evaluated. Was observed that the
hypochlorite concentration of 1%, 2% and -% during 20 minutes showed are 75%
no contamined materials. In the establishment phase BAP hormone effect was
evaluated in different concentrations but with the best results, 100% sprouting and
leaf and stem development 0.2 and 0.4 mg/L a the multiplication stage the
combined effect of BAP an ANA was evaluated with the best results at
concentrations 2 mg/L™”" BAP: 1.0 mg/L™" ANA, showing multiple sprouts with and
average of 9. At the rooting stage the AIA effect was evaluated without
significance differences but is possible to obtain about 400.000 new plants in about
8 months, was wich higher then convectional propagation systems. These result
shown that the /7 vifro propagation of this plan necessary for new plantations.



INTRODUCCION

La cultura indigena Zenu, localizada entre los limites de los departamentos de Sucre y
Coérdoba han desarrollado a través de los afios habitos de uso de los diferentes
recursos naturales que tienen a su alrededor. Uno de estos usos es el
aprovechamiento de las diversas fibras y tintes naturales que lograron extraer de las
plantas de su entomo, iniciandose la actividad que actualmente se conoce como la

Tejeduria.

El mantenimiento de esta actividad a través del tiempo ha hecho posible que en estos
momentos, se haya convertido en un renglon importante en la economia, debido a que
los productos elaborados son autdctonos y representan la gran riqueza cultural Zenu.
Entre estos productos podemos destacar el sombrero “vueltiao” que es considerado

como simbolo de nuestra identidad colombiana (Puche, 1996) y (Serpa, 2000)

En el proceso manufacturero de la mayoria de estos productos, es necesario utilizar
como materia prima, la fibra vegetal extraida de la parte central de la hoja, esta fibra se
extrae de la planta que es conocida comunmente como cana flecha cv. “Criolla”
(Gynenum sagiftatum) (Aubl.) Beauv, esta pertenece a la familia de las Poaceae vy es
cultivada dentro del resguardo y en otras areas, con sistemas de produccion artesanal.

(POT Pueblo Indigena, 2001)
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Esta gran tradicidon artesanal ha conducido a la creacion de mercados que han
conformado la cadena productiva de la cana flecha. En esta cadena se diagnostico que
existen deficiencias, en los diferentes eslabones como son: la escasez de materia
prima de buena calidad y la disminucion de los actuales cultivos y limitaciones en la
disponibilidad de semillas para nuestras plantaciones. Es asi como las técnicas
biotecnologicas son otras alternativas para trazar el camino hacia un desarrollo
sostenido y rapido de esta cadena, con la produccion de semillas de alta calidad,
posibilitando la respuesta a futuras demandas comerciales de semillas que permitan
ahora y ha futuro atender las plantaciones productoras de fibra que satisfagan las

demandas de artesanias que se dan por los tratados de comercializacion.
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1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Implementar las técnicas de propagacion /7 vivo a partir de estacas, con aplicacion
al cultivo in vitro de la caina flecha (Gynenum sagittatum), cv. “criolla” mediante el
segmentos nodales para la multiplicacion masiva de semillas libres de patdgenos

sistémicos

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar concentraciones optimas de hipoclorito de Sodio a utilizarse en el

proceso de desinfeccion de los explantes (apicales, medios y basales)

Evaluar el uso de los segmentos nodales en la estandarizacion del cultivo /n7 vifro de

la cana flecha cv. “Criolla”.

Valorar el efectos de las diferentes concentraciones del acido o-naftalenacético
(ANA) y de 6-bencilaminopurina (BAP) en las etapas de establecimiento y

multiplicacion de los explantes.

Determinar el efecto de las diferentes concentraciones de acido Indolacético (AlA)

para la induccion y desarrollo de raices.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En las actividades artesanales del pueblo indigena Zenu es necesario extraer la fibra
vegetal de las hojas de la cana flecha (Gynenum sagittatum), la cual es la materia
prima en la elaboracion de multiples accesorios, debido al incremento comercial de
estos articulos, se ha provocado una disminucion considerable en los niveles actuales
de los cultivos y por ende la escasez de semillas de buena calidad y en cantidades
necesarias. Se reporta ademas que los cultivos actuales sufren la invasion de agentes
patdégenos como el Diafraea, o enfermedades (tipos virales o fungicas) que inciden
directamente en el adecuado desarrollo de las plantas (Serpa, 2000) y causan perdidas

mayores al 40% en los materiales de siembra.

El sector productivo en su afan de contribuir a la masificacion de los cultivos actuales
mediante la extraccion de hijuelos de las siembras originales, ha agudizado mas el
problema, debido a la alta mortalidad de los hijuelos causado por la deshidratacion,
maltrato y al deterioro del sistema radicular. También existe la posibilidad de estar

diseminando agentes patdgenos a otros sitios que aun no estén afectados.

El uso del cultivo /n vitro se plantea como una alternativa, que posibilita semilla limpia,
masificacion a gran escala y en corto tiempo, permitiendo proveer de semilla a los

productores.
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3. JUSTIFICACION

Los accesorios elaborados en cafia flecha son considerados artesanias de gran
importancia, por su demanda y gran potencial en los mercados nacionales e
internacionales. Lo cual posibilta que aproximadamente unos 39,000 indigenas,
agrupados en mas de 72 veredas de los departamentos de Sucre y Cérdoba, puedan
proyectarse con una organizacion de base fuerte, hacia un mejoramiento de su calidad

de vida. (DANE, 2001)

La demanda comercial de estos productos segun Serpa (2000) esta alrededor de
20.000 accesorios por semana. Con este potencial de demanda comercial es posible
que los actuales cultivos y los sistemas tradicionales de propagacion no sean
adecuados y eficientes al momento de realizar grandes masificaciones del cultivo. Por
lo que se hace conveniente implementar una estrategia que envuelva la utilizacion del
cultivo /n vifro, que permita obtener semillas de cafa flecha en gran escala y en corto

tiempo.

Vasil, (citado por Roca y Mroginski, 1991) plantea que al hacer uso del cultivo /n vitro,
se alcanza un alto coeficiente de multiplicacion en plantas con interés comercial o
forestal en comparacion con los sistemas de propagacion convencionales, por lo tanto

su aplicacion al cultivo de la cana flecha, es una herramienta valida en la produccion de
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semillas limpias, posibilitando el suministro de materia prima en forma continua para

las labores artesanales y en la sustitucion de cultivos ilicitos (Uribe, 2003)

Por otro lado es importante destacar el hecho de que no se reportan estudios con
aplicacion biotecnoldgica al cultivo 7 vifro de la cana flecha, por lo cual este trabajo
realizado en la Universidad de Sucre es pionero en Colombia en la aplicacion de estos

sistemas de produccion de plantas.



4. MARCO TEORICO

4.1. Descripcion general

La planta conocida como cafa flecha (Gynerium sagittatum) presenta habitos
similares a la de los pastos de corte. Sus tallos son generalmente de 5 - 6 metros de
altura y de 2 - 4 centimetros de diametro. Los cuales pueden nacer de rizomas
subterraneos que producen raices laterales, débiles y flexibles con un diametro menor.
Las hojas son altemas y lanceolada, se distribuyen en forma de abanicos cerca al
apice, alcanzando de 1 a 2 metros de longitud y tienen un borde marginal aserrado;
cuyas paniculas terminales en forma de penachos blancos y grisaceos son largas,
alcanzan 2 metros de longitud. Las inflorescencias masculinas y femeninas son
similares en apariencia, pero las femeninas tienen una apariencia ligeramente velluda,
en forma de cabellera. Los frutos son de color café y de 1 mm de longitud (John, F.

2002)
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4.2 Ubicacion taxon6mica

La caria flecha presenta la siguiente ubicacion taxondmica:

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta (Angiosperma)

Clase: Liliopsida (Monocotiledoneas)

Subclase: Lilidae

Orden: Poales

Familia: POACEAE

Genero: Gynerium

Especie: sagittatum

Nombres comunes: Canfa Flecha, Palma, cafa brava, flecha.

La cafa flecha o cafia brava pertenece a la familia de las POACEAE, comprende un
gran numero de especies alrededor de 5.000, pertenecientes a mas de 700 géneros.
Se trata de plantas herbaceas, perennes o anuales, con tallo (hueco en los entrenudos
y muy nudoso), en algunos casos lignificado (Bambuseae). Son plantas que se han
adaptado a climas aridos, pero tampoco faltan especies mesofilas y hasta acuaticas.
En algunas areas tienden a dominar, llegando incluso a constituir bandas de vegetacion
muy extendidas que confieren una fisonomia propia al termitorio (prado, estepa,
sabana); se trata por tanto, de una familia de notable importancia en el revestimiento

vegetal de la Tierra. (Valdes, 1987)
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Las Poaceas (gramineas), aparte de constituirse en el soporte de la alimentacion
ganadera, también lo son para la alimentacibn humana, ya que ofrece granos vy
cereales de consumo masivo Como: arroz, maiz, trigo, cebada, cafia de azucar, sorgo,

entre otros.

4.3 Distribucion geografica

La cafa flecha (Gynerium sagittatum) se encuentra ampliamente distribuida en la
Ameérica tropical desde el sur de México, Florida, las Antillas hasta Bolivia y Paraguay

(Howar, citado por John, 2003).

En Colombia es posible encontrar cultivos en Sonsén, en las isletas del rid0 Arma, en la
hoya del ri6 Samana, en los llanos de San Martin, Caloto ( valle del Cauca), en las
riveras de los rios Cauca, Nechi, en las riveras de las quebradas cerca a Medellin y

parte del Uraba antioquerio.( Uribe, | citado por Gonzalez, 1997)

En la zona indigena de los departamentos de Cordoba y Sucre se mantienen los
cultivos como lotes silvestres en los margenes del ri¢ Sinu, San Jorge y en pequerios
lotes dentro del Resguardo de San Andrés de Sotavento (Cérdoba).(Ballesteros y

Guardo, 1988)
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4.4 Ecologia

La cana flecha, es una planta perenne, que crece en riberas inundables, pantanos y
otros lugares humedos; con intensidad luminica variable, generalmente ricas en
materia organica. No se encuentra en las riberas de rios de agua negra. Es
resistente a dafios por inundaciones moderadas. Se perpetua mediante reproduccion
por medio de rizomas subterraneos que desarrollan brotes secundarios dando origen a

nuevos tallos.(John, F citando a Kalliola, 1991)

4.4.1Clima

El Instituto de Investigacion Amazdnico del Peru (IIAP) reporta que el cultivo de
Gynenum sagittaturmn puede darse en zonas tropicales humedas y secas, con
temperatura promedio anual de 22 a 27°C y precipitacion pluvial entre 1 100 y 3
400 mm/aio, con niveles altitudinales de hasta 2 400 m.s.n.m. (BIODAMAZ - IIAP,

2003)

442 SUELO

En la Amazonia Peruana, Gynerium sagittaturm prospera en suelos inundables,

con pH entre ligeramente alcalino a moderadamente acido con una saturacion de

aluminio menor al 30%. En terrenos no inundables su proliferacion es escasa,
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asimismo en suelos de tipo inseptisol o ultisol, que tienen pH cercano a 4.

(BIODAMAZ — IIAP, 2003)

En el departamento de Cdrdoba y Sucre se reporta que su habitat natural es a los
bordes de los rios y quebradas. Es posible encontrarla en suelos arenosos y arcillosos
de colinas bajas y a los lados de las carreteras. EI Anexo 1 muestra los resultados
obtenidos de una muestra representativa del suelo, de una parcela establecida en el
corregimiento de Tuchin — San Andrés (Coérdoba) al realizarle una caracterizacion
quimica, para conocer sus condiciones de nutrientes. Los resultados mostraron que es
un suelo de textura franca, con reaccion casi neutra, con exceso de fosforo disponible,
muy altos contenidos de magnesio intercambiable y medio contenido de materia
organica, capacidad de intercambio de cationes (C.I.C), calcio y potasio
intercambiable, las saturaciones de sodio son bajas, y las de magnesio son altas y
medias las de calcio, la relacidén de calcio magnesio es estrecha. La fertilidad actual de

este suelo es de media alta, lo cual se observé en el adecuado desarrollo del cultivo.

4.5.0 Reproduccion sexual

El florecimiento de la cafia flecha, en algunos ambientes se da durante todo el afio, en
otros sitios se da al final de la época seca (Kalliola y Renvoice, 1992). La polinizacion
es realizada generalmente por el viento (Pohl, 1983). Existen alrededor de 1.67

millones de semillas/Kg. las cuales un 2% germinan al cabo de 7 dias a una
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temperatura de 20 a 30 °C de una variedad “grande” segun estudios realizados en el

trapecio Amazonico por Kalliola et al. (1992)

4.5.1 Reproduccién asexual

La propagacion vegetativa es utilizada para propagar y establecer colonias del cultivo.

Dentro de la zona indigena de Sucre y Cordoba se emplean las siguientes:

4.5.1.1 Propagacion por estacas

Consiste en cortar tallos de 40 a 60 cm de largo que abarquen dos o0 mas nudos,
uno de los cuales va a enraizar y el otro originara la parte aérea. Los mejores
resultados obtenidos por este método indican que en la variedad “criolla®, se utiliza la
parte aérea del tallo con tres y cuatro nudos sembrados en posicion vertical,

(Ballesteros y Guardo, 1988)

4.51.2 Propagacion por rizomas

Es la parte del tallo subterraneo, que se caracteriza por poseer nudos; y tiene la
capacidad de regenerarse; sin embargo segun Gonzélez, O. (1997), este sistema de
propagacion no se utiliza en la zona, pero segun Ballesteros y Guardo (1988) indica
que se deben utilizar rizomas de 4-6 nudos, con el fin de obtener un buen desarrollo de

los brotes.
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4.5.1.3 Propagacion por hijuelos

Se reporta sembrar hijuelos de tamafio medio a grande para obtener un alto

porcentaje de propagacion (Ballesteros y Guardo, 1988).

4.5.1.4 Propagacion por trasplante de plantas adultas.

Es el procedimiento mas usado en la zona indigena, consiste en extraer plantulas de
las plantas madres, que incluyan secciones de rizomas y tallos aéreos para
transportarlas de un sitio a otro, pero es un sistema que requiere pericia por parte de
los campesinos ya que podrian causar deshidratacion a las plantulas y deterioro

radicular.

4.6 Biotipos vegetales

Dentro del Resguardo Indigena Zenu de San Andrés de Sotavento Cordoba y Sucre se
conocen que existen tres (3) biotipos del cultivo de la cafia flecha, cuyas caracteristicas

y usos ilustramos a continuacion:

4.6.1 Cultivar “ criolla”

Este tipo de caia flecha es la que mas se encuentra arraigada en la cultura indigena
Zenu debido a que se caracteriza por que da una fibra blanca, flexible y permite la
elaboracion de trenzas delgadas cuyos productos son mas finos, y presentan mayor

durabilidad. Prefinéndose este biotipo para la explotacidon comercial debido a que
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resiste mejor los ataques de plagas, enfermedades y soporta los cambios repentinos
del ambiente, segun informacion suministrada a nuestro grupo de trabajo por los

pobladores del corregimiento de Tuchin-Cordoba.

4.6.2 Cultivar “ martinera de seda’

Se caracteriza segun los cultivadores dentro del resguardo por que produce una fibra
que es quebradiza y de “inferior calidad”, se emplea para fabricar sombreros ordinarios.

Morfolégicamente posee unas pubescencias alrededor del culmo.

4.6.3 Cultivar “ costera”

Segun los pobladores de la zona indigena el cultivar “costera” se caracteriza por que
sus fibras son de calidad regular, el cultivo no fue detectado en la zona. Sin embargo
segun él diagnostico de la cadena productiva en el departamento de Sucre “varios
de los artesanos afirman que la palma costera da mas metros de trenza que la
criolla a pesar de tener menos calidad, ellos dicen que después de que se haga
un buen raspado y ripiado de la hoja la trenza queda similar a la tejida con palma

criolla” (Obeid, 2003)
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4.7 Caracteristicas morfolégicas

4.7.1 Partes aéreas

las partes aéreas de la cana flecha estan conformados por el culmo y las hojas los

cuales ilustramos a continuacion:

4.7.1.1 Elculmo

El culmo o tallo aéreo es una caia de crecimiento alargado, con nudos y entrenudos
bien diferenciados con una longitud total entre 3 - 8 metros y 2 a 4 cm de diametro. Su
color es verde amarillento a pardo. Presenta un tallo subterraneo llamado rizoma, (ver
figura 1) que también puede crecer por encima de la superficie del suelo, presentando
una coloracion similar al tallo aéreo, siendo la de este mas oscura, con nudos y
entrenudos bien diferenciados, formandose en cada nudo raices adventicias fibrosas,
dandole origen a una yema, la cual origina una nueva planta y posteriormente una

macolla. (Maderay Tuiran, 1982)

4.7.1.2 Las hojas

Las hojas de la cafia flecha son lanceoladas nacen en los nudos de los tallos, de
manera opuesta y una en cada nudo. Esta compuesta por las siguientes partes:

vaina, ligula, lamina y auriculas.(ver figura 1)
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La vaina nace en la parte superior del nudo; es una estructura cilindrica que

abraza el entrenudo.

e La ligula esta formada por laminas membranosas representadas por una

corona de pelos, ubicadas en la parte superior interna de la vaina.

e Las auriculas, estructuras finas de forma triangular, angostas, con el apice

OSCuUro.

e La lamina que es la parte visible de la hoja, posee una nervadura central
principal y secundarias paralelas, puede ser pubescente o glabra. El limbo
alcanza de 1 a 2 metros de longitud aproximadamente y su parte mas ancha
alcanza unos 8 cm, con bordes ligeramente aserrados y asperas al tacto. El color es
verde palido y su angulo de insercion con el tallo, es de 30 grados

aproximadamente (Madera y Tuiran. 1982)

4.7.2. Organos reproductivos

Los drganos reproductivos tipicos en caia flecha se encuentran las flores, agrupadas

en una inflorescencia y el fruto, los cuales se caracterizan por:

4721 La Flor

Las flores, se encuentran agrupadas en una inflorescencia botritica compuesta, de

forma reticulada, denominada panicula que puede alcanzar hasta dos metros de
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longitud. Son unisexuales, las masculinas con dos estambres y las femeninas con

dos estilos, y estigma pubescente (Madera y Tuiran, 1982, Serpa, 1987).

4.7.2. 2. El fruto

El fruto de la cafia flecha es un cariopside, cubierto por la pared del pericarpio. El
embrion esta embebido en el endospermo. El cotiledon recibe el nombre de

escutelo.

4.7.3 Organos vegetativos

4731 Laraiz

Las primeras raices se denominan embrionarias viven poco tiempo, después son
sustituidas por la raiz permanente, la cual carece de nudos y escamas.
Posteriormente, se desarrollan las raices adventicias o0 secundarias,
caracterizadas por un gran numero de raices fibrosas ramificadas y densas, que
ofrecen un gran soporte a la planta y le facilitan su nutricion. Estas ultimas raices
se caracterizan por presentar nudos y escamas. La longitud de estas raices puede

alcanzar 35 cm y un grosor de 2 a 3 mm (Madera y Tuiran, 1982)
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Figura 1. Caracteristicas morfolégicas tipicas de la familia de las Poaceas.
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4.8 Desarrollo y manejo del cultivo.

El crecimiento y desarrollo de la cafa flecha en condiciones optimas es rapido. Segun
Kalliola et al, (1992) reporta que en condiciones de vivero se obtuvo un desarrollo de
20, 30 y 50 centimetros de las plantas después de 1, 2 y 3 meses de sembradas
respectivamente. Los cultivos pueden perdurar indefinidamente salvo alguna catastrofe
natural o invasion de arboles con abundante sombreado. Las plantas producen 200
hojas durante su tiempo de vida, y recomienda que deben hacerse limpias o
entresaques periddicamente con el fin de controlar el avance del cultivo hacia otras

Zonas.

4.8.1 Epoca de siembra

En los departamentos de Sucre y Cordoba se siembra al inicio de la época de lluvias a

finales de los meses de abril y mayo.

4.8.2 Densidad de siembra

No se reportan estudios que determinen la densidad de siembra ideal para este
cultivo, en la zona indigena se utilizan distancias que oscilan entre 3x3 m/plantas
y 5x5 m/plantas con el fin de intercalarlos con otros cultivos como la yuca, platano,

necesarios para la subsistencia diaria de la familia. En la amazonia peruana se
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reporta que un distanciamiento de 2 metros entre lineas y 1 metros entre plantas

seria él mas adecuado. (BIODAMAZ — IIAP, 2003)

4.8.3 Asociacion de cultivos

Puede intercalarse con otras especies como maiz, platano, algunos forestales o
frutales. En una densidad de siembra mas amplia y de acuerdo a las condiciones

propias del terreno.

4.9 Importancias y beneficios

Los cultivos de la cafa flecha, proveen una capa de materia organica para la vida
salvaje y protege las orillas de los rios, amroyos, ciénegas de los efectos de la erosion.
De las hojas se aprovecha la nervadura central para obtener la fibra para la fabricacion
de un sin numero de accesorios (ver figura 2) el resto de la lamina de la hoja sirve
como forraje al ganado cuando escasea el pasto en la época seca. Los tallos son
usados en construcciones rudimentarias, muebles, casas, cercas. El eje central de la
inflorescencia es utilizado para flechas y arpones que se usan en la caceria de peces,
aves y otros tipos de presas. La pangja, sirve como elemento omamental casero al
natural o tefida de vivos colores. (Artesanias de Colombia.1985; Pérez Arbelaez E.

1990)
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Figura 2. Algunos accesorios tipicos elaborados en base a la fibra extraida de las hojas

de la cana flecha (Gyneriurm sagittatum).

4.9.1 Uso medicinal

Segun Perez Arbelaez (1990) la raiz de la caia flecha es empleada como diurético en
cocimiento y aplicada en forma de emplasto sobre el cabello ayuda a la retencion de
este. Ademas se reporta que el zumo del tallo al natural al ingerifio oralmente puede
aliviar los dolores de rifiones ( TRAMIL, 2003). En el Peru se reporta que sirve para la
anemia tomando infusiones de las hogjas y tallos, también sirve para el

asma, tomando el cocimiento de las hojas tiernas ( BIODAMAZ — |IAP, 2003))
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4.9.2 Componentes quimicos

En cana flecha, no se encuentran reportes de estudios fitoquimicos. En la familia de
las POACEAE se reporta que contienen: flavonoides, sustancias cianogéneticas,

acidos fendlicos, saponinas y terpenoides (BIODAMAZ — [IAP, 2003))

4.10 Aspecto social

En la actividad de la tejeduria se desempenan, mas de 70 cabildos en Sucre y
Coérdoba, manteniendo aun vigente la tradicion de la cultura Zenu, que se ha
transmitido de generacion en generacion. Dicha actividad se constituye en una
fuente generadora de empleo para las familias de diferentes poblaciones como
es el caso de los artesanos del municipio de San Antonio de Palmito-Sucre, segun
lo arrojado en una encuesta por el comité del Martillo # 3, reporta que genera un
promedio de 72 a 120 empleos directos y 3 indirectos; el comité Barranquillita
reporta 33 empleos directos y 28 indirectos, el comité San Miguel, 38 empleos
directos y 19 indirectos y el comité Pueblecito, 90 empleos directos y 44
indirectos. Con unos ingresos mensuales promedios, para el caso del martillo # 3,
por sus ventas son de $ 480.000, para el grupo barranquillita $ 630.000, el comité
San Miguel $ 475000 y Pueblecito $ 990.000 en venta mensual

respectivamente. (Obeid, 2003)
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Segun la Asociacion de grupos de artesanos y artesanas Resguardo Indigena
Zenu de San Andrés de Sotavento-Cordoba, estas cifras pueden ser diez o veinte
veces mayor, cuando se posee, organizacion de base, junto con una linea de
comercializacion consolidada y la constante innovacion en los disefios de los
diferentes accesorios, de acuerdo a una entrevista realizada en el kiosco artesanal

del municipio de San Andres de Sotavento- Cérdoba.

4.11 Plagas y enfermedades

Como principal enemigo se reporta el gusano barrenador o taladrador del tallo el
género Diatraea (Lijpidoptera. Pyralidae). Este dafo se produce en dos estadios de la
planta; cuando son jévenes, este penetra por la base o cuello del retofio, dandose la

destruccion del meristemo primario facilitando la muerte foliar.

En plantas adultas el insecto se presenta en estado larvario, el cual se aloja en el
interior de los entrenudos, produce darios fisicos, los cuales afectan la translocacion de
las sustancias y favorece la formacion de chupones laterales y disminucion en la

produccion de fibra. (Serpa, 1987)

Otro dafo causado por una larva de la familia Pyralidae, crambinae (LEPIDOPTERA)
consiste en causar “corazon muerto” (ver figura 6) en plantas jovenes y en tallos ya
desarrollados se encuentran los huecos de salida. Los habitos alimenticios son
similares al Dijatraea pero las larvas difieren en el color que es rosado, presenta mayor

tamario y sin pinaculos oscuras propias de Djafraea. (1.C.A, 1978)
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Por otro lado se reportan sintomas como: el acortamiento anormal de los tallos jovenes,
enanismo, variacion en la coloracion del limbo de verde a palido causados por virus. Y
algunas manchas que deterioran las fibras se les atribuye a hongos tales como:

Helminicseorium, Celccspola, Fusarium sp entre otros. (Serpa, 2000)

4.12. Antecedentes del cultivo de tejidos vegetales

Al darse una serie de estudios que conllevaron al descubrimiento de un sin
numero de patrones relacionados con la célula vegetal, se dio inicio a lo que
conocemos actualmente como cultivo de tejidos vegetales. En el siguiente cuadro
ilustramos los hechos mas relevantes de la historia que dieron lugar a dicha

tecnologia.

Cuadro1. Aspectos histéricos relacionados con el desarrollo y aplicaciones del

cultivo de tejidos vegetales.

ANO | INVESTIGADORES APORTE

1838 | Schwann y Scheiden | Describen en su teoria celular, que la célula es capaz

de subsistir por si sola si las condiciones extemas le

son favorables.

1901 | Morgan Se le atribuye el término de la totipotencialidad celular

propiamente dicho.

Observaron que las sustancias inorganicas son los
1920 | Sacks y Knops nutrientes principales de las plantas y prepararon una

solucion nutritiva que las contenia.

Cultivd células en tres géneros de monocotiledones sin
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1930 | Haberlandt tener éxito, encaus® los estudios sobre la division
celular.

1934 | White Primeros cultivos de apices de raiz de tomate
(Liccpelsicurn escuieritum)

1936 | Robbins Estudio el efecto de los micronutrientes en apices
radiculares

1937 | White Descubre la vitamina B (Tiamina)

1937 | Went y Timan Descubren la auxina AlA (acido Indolacético)

1937 | Gautheret Estudia el efecto de los factores ambientales.

1937 | Nobcourt Obtiene crecimiento celular en el cultivo de raices de
zanahoria. Es el pionero en obtener callos.

1980 | Morel y Martin Pioneros en obtener plantas libres de virus en Laia.

1954 | Muir, Hiderbrandt y|Transfirieron segmentos de callo en medio liquido y

Riker agitacion.

1955 | Skoog Identifica la 6-funfurilaminopurina, para iniciar la division
celular.

1957 | Skoog y Miller Combinando auxina y cinetina, obtienen formacién de
brotes y raices en cultivo de callos en tabaco.

1962 | Murashige y Skoog |Desarrollan un medio nutritvo que acelera el
crecimiento de tejidos en tabaco

1964 | Guha y Maheshwari | Pioneros en obtener plantas haploides con el cultivo de

anteras de Lafura incxia

Fuente: Hurtado y Merifio (1994)

A partir de las década de los 60, 70 y 80 se han realizado un gran numero de

investigaciones dirigidas hacia el estudio de embriogénesis, organogénesis, hibridacion,

diferenciacion, fitopatologia, citologia, mutagénesis y produccion de metabolitos
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secundarios, con aplicacion a un sin numero de plantas de interés ornamental,

agricolas, y forestales. (Hurtado y Merino, 1994)

La aplicacion del cultivo de tejidos vegetales 77 v.lro, a plantas de nuestro interés, es
importante por que es la base, para direcionar estudios para el mejoramiento
genético (plantas transgénicas, entre otras aplicaciones), permitiendo asi un mejor

entendimiento de los procesos genéticos y fisioldgicos (Roca y Mroginski, 1991)

4.12.1 Objetivos del cultivo de tejidos vegetales

El uso de la técnica del cultivo /7 vifro es diverso y amplio. Las siguientes son algunas,

posibilidades de aplicacion:

e Estudios basicos de fisiologia, genética, bioquimica y ciencias afines.
e Bioconversion y produccion de compuestos utiles.

e |ncremento de la variabilidad genética.

e Obtencion y propagacion de plantas libres de patogenos.

e Conservacion e intercambio de germoplasma.

Ademas existen varias estrategias que permiten la multiplicacion clonal y acelerada de

especies vegetales de gran importancia comercial, entre los cuales se encuentran:

e La multiplicacion de brotes de yemas terminales, axilares o laterales.
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e Laorganogénesis directa.

e Laorganogeénesis indirecta.

e |aembriogénesis somatica

e Los 6rganos de perennidad, formados en cultivos asépticos.
e Elmicroinjerto

e Elcultivo de embriones y esporas

(Roca y Mroginski , 1991)

4.12.2 Ventajas de la micropropagacion

La micropropagacion consiste en tomar una parte o segmentos de una planta e
incubarlo en condiciones favorables de cultivo, manteniendo la asepsia vy
suministrandole los nutrientes, reguladores del crecimiento en dosis apropiadas. Se
destaca por que presenta las siguientes ventajas en comparacion con los sistemas

tradicionales de propagacion:

¢ Incremento acelerado del numero de plantas derivadas por genotipo.

e Reduccion del tiempo de multiplicacion.

e Posibilidad de multiplicar grandes cantidades de plantas en una superficie reducida,

a bajos costos en tiempos econdmicamente costeables.

e Mayor control sobre la sanidad del material que se propaga.
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e Facilidad para transportar material /7 vifo de un pais a otro, con menos

restricciones aduaneras.

e Posibilidad de multiplicar rapidamente una variedad de la cual sélo existan pocos

individuos.

(Roca y Mroginski, 1991)

4.12.3 Desventajas de la micropropagacion

La micropropagacion también presenta sus inconvenientes, por ejemplo:

e Las infraestructuras necesarias son “costosas” y en muchas especies de plantas las

consideraciones econdmicas son tales que no justifiquen su empleo comercial.

e Para efectuar las operaciones se necesita capacitacion especifica. Los emrores en
identidad, introduccion de organismos patdogenos desconocidos o la aparicion de un
mutante desapercibido puede multiplicarse a una escala considerable en un tiempo

muy corto (Hartmann y Kester, 1987, citados por Rodriguez C, 2002)
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4.12.4 Etapas de la propagacion in vitro

Murashige et. al (1974) encontraron que era util destacar la secuencia de eventos
asociados con la multiplicacion de plantas mediante las técnicas de cultivo aséptico de

la siguiente manera:

Etapa 0. Comprende la seleccion y pretratamiento de las plantas madres.
Etapa |. Es la etapa de iniciacion o establecimiento del cultivo in vitro.

Etapa Il. Es la etapa de multiplicacion de brotes.

Etapa lll. Corresponde al enraizamiento o etapa de pretransplante

Etapa IV. Transferencia al medio ambiente

4.13 Factores que influyen en la micropropagacién

Existen diferentes factores que determinan el éxito de los sistemas de

micropropagacion; segun Roca y Mroginski (1991) los mas importantes son:

4.13.1 Plantas que donan los explantes.

Son las plantas que se inducen con el fin de extraer, las secciones o segmentos
necesarios para el cultivo /in viro. El estado fisioldgico de estas plantas influye

significativamente, en el establecimiento del cultivo en condiciones de asepsia.
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4.13.2 El explante

Deben seleccionarse explantes saludables, de tejido meristematico u érganos no muy
especializados; no se deben utilizar explantes ni muy viejos ni muy jovenes. En cana
flecha se tomaron segmentos nodales (entrenudos) de los brotes que presentaban un

estado saludable.

4.13.3 Factores fisicos

La luz y la temperatura han sido los mas estudiados; la temperatura de incubacion
depende de la especie, aunque en la mayoria de las plantas la temperatura fluctua
entre 2612 °C. La luz es un factor fundamental en la morfogénesis y su papel en la
diferenciacion involucra varios componentes como son la intensidad, el fotoperiodo y la

calidad.

4.13.4 El medio de cultivo

El éxito en el cultivo de tejidos depende de la seleccidon del medio de cultivo, incluyendo

su composicion quimica y su forma fisica, (Gamborg et al, 1976 citado por Roca y

Mroginski , 1991)
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4.14 Componentes quimicos del medio de cultivo

Unos de los factores mas importantes que regulan el crecimiento y la morfogénesis del

explante, es la composicion quimica del medio de cultivo. Generalmente son

elaborados sobre la base de los siguientes componentes:

Macronutrientes

Micronutrientes

Vitaminas

Aminoacidos u otro suplemento nitrogenado
Fuente de carbono

Agentes solidificantes o sistema de soporte

Reguladores de crecimiento

4.14.1 Macronutrientes

Estos suministran los seis elementos principales: nitrogeno, fésforo, potasio, calcio,

magnesio y azufre que son requeridos por las células vegetales y para el crecimiento

de tejidos. Las dosis optimas de cada nutriente para las tasas maximas de crecimiento

varian considerablemente entre especies. El medio propuesto por Murashige y Skoog,

(1962), se caracteriza por poseer altas concentraciones de nitrédgeno y potasio.
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4.14.2 Micronutrientes

Los micronutrientes esenciales para las células vegetales y el crecimiento de tejidos

incluyen el hierro, manganeso, zinc, Boro, cobre y el molibdeno.

4.14.3 Fuente de Carbono y energia

Los carbohidratos con mayor uso en cultivo de tejidos vegetales son la sacarosa, como
fuente inmediata de carbono al igual que la glucosa; las concentraciones de trabajo se

encuentran en un rango de 2 al 3%.

4.14.4 Vitaminas

Las plantas normalmente sintetizan las vitaminas requeridas para su crecimiento y
desarrollo. Estas son necesarias, como catalizadores en varios procesos metabolicos.
Las vitaminas usadas en cultivo /7 vifro son: tiamina (Bi) (0.1-10.0 mg/L), acido
nicotinico ( 0.1- 5.0 mg.L™"), piridoxina (Bs) (0.1-10.0 mg.L™") y mioinositol (50-500
mg.L™") aunque es un carbohidrato y no una vitamina se ha demostrado que estimula

el crecimiento de células en muchas especies vegetales.
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4.14.5 Aminoacidos u otros suplementos nitrogenados

Aunque las células cultivadas son normalmente capaces de sintetizar todos los
aminoacidos necesarios; al adicionar ciertos aminoacidos al medio de cultivo podrian
contribuir como factores adicionales para estimular el crecimiento celular. Estos se
convierten en una fuente inmediata y disponible de nitrogeno, por la facilidad de

absorcion ante el nitrdgeno inorganico.

Las fuentes mas comunes de nitrdgeno organico en los medios de cultivo son las
mezclas de aminoacidos tales como: caseina hidrolizada, L-glutamina, L-asparagina y
adenina. Algunos aminoacidos se emplean individualmente tal es el caso de la glicina
(2 mg.L™"), asparagina (100mg.L"), L-arginina y cisteina (10 mg.L™") y L-tirosina (100

mg.L™).

4146 Agentes solidificantes o sistemas de soporte

El agar es de amplio uso para la preparacion de medios de cultivos, ya sean
semisodlidos o solidos. Mantiene su estabiidad a todas las temperaturas de
autoclavado, adicionalmente, estos geles no reaccionan con los constituyentes del
medio como tampoco es susceptible a efectos enzimaticos por parte de células
vegetales. Otro agente gelatinificante de uso comercial es el Gel-rite (1.25 - 2.5 g/L), es
un producto sintético, que se caracteriza por brindar un gel transparente ideal para la

deteccidn eficaz de contaminacion.
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4.14.7 Reguladores de crecimiento

Se reconocen cuatro (4) reguladores los cuales se les considera importantes en el
cultivo /n vifro. Estos son: las auxinas, citoquinas, giberalinas y el acido abscisico. Estos
son adicionados al medio de cultivo para estimular la morfogénesis de los brotes,
aunque la razéon de hormonas requeridas para la induccion de raiz y brote no es

usualmente la misma, existe una gran variabilidad entre géneros, especies y cultivares.

Las auxinas mas empleadas son el 1-4cido naftalenacético (ANA) (0.01-10 mg.L") y 1-
4-acido —3- indol-acético (AIA)(0.01 — 10.0 mg.L™") y agregadas al medio de cultivo en
concentraciones adecuadas pueden estimular la produccion de callos y crecimiento
celular, para iniciar brotes, particularmente raices, inducir embriogénesis somatica y
estimular el crecimiento de apices del brote y puntas de raices. Existen otras auxinas
sintéticas que son utilizadas en el cultivo /17 vifro las cuales son el acido 3,6-dicloro-2-
metobenzoico (DICAMBA), acido 4-amino3,5,6-tricloro picolinico (PICLORAN) y el 2,4-

diclorofenol (2,4-D) etc.

Las citocininas son hormonas vegetales naturales que se derivan de adeninas
sustituidas y que promueven la division celular en tejidos no meristematicos,
adicionadas al medio en concentraciones adecuadas (0.1-10.0 mg.L™"). Las de uso

comun estan 6-Bencilaminopurina (BAP), 6-y-y-dimetilaminopurina (2-iP), 1,4-purina-6-



51

amina(Kinetina) y 6-(4-hidroxi-3-metil-trans-2-butenlamina (Zeatina). La zeatina y 2-iP

son naturales mientras que BAP y la Kinetina son sintéticas.

Las giberelinas, (GAs) son usadas para el promover el florecimiento, romper el estado
de latencia de semillas, brotes, callos, bulbos y causar la elongacion del tallo. Se
conocen mas de 90 clases de giberalinas pero €l (GA3) es la forma mas usada su
accion se realiza a través de floema y xilema, no es polar como en el caso de las

auxinas.

El acido abscisico (ABA), juega un papel importante en el letargo y desarrollo de
embriones, brotes, bulbos y en la abscisién de hojas. Cuando es adicionado al medio

de cultivo se reporta que inhibe el crecimiento de brotes y la germinacién de embriones.

Las poliaminas son compuestos se presentan en altos niveles dentro de las plantas y
son usadas en los medios de cultivos en concentraciones de 10-1000 mM. Estas
ayudan en la regeneracion de raices, brotes y embriones; retrazan o previenen la
senescencia y regular el florecimiento. (Laboratories Phytotecnology catalogue. 2001-

2003 L.L.C).



5. METODOLOGIA

5.1 Ubicacién geografica

La presente investigacion fue desarrollada en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales de la Universidad de Sucre-Sincelejo, cuya posicion geografica en Colombia
es 9° 18’ de latitud norte y 75° 23’ de longitud oeste del meridiano de Greenwich; con
una altitud de 212 metros s.n.m. y temperaturas que oscila entre 27+3°C con una

pluviosidad media anual de 1580 milimetros (IGAC, 1998)

5.2 Seleccion y preparacion de las plantas madres

5.2.1 Sitio de colecta

Los territorios indigenas de los departamentos de Sucre y Cordoba se encuentran
localizadas en zonas de bosques seco tropical (bs-T) con temperaturas que
oscilan entre 27+2°C y precipitaciones entre los 1.000 y 1.300 mm anuales, con
un relieve de tierras planas a ligeramente onduladas con colinas suaves entre los

0y 100 m.s.n.m. ( Holdrige, 1966; Himat,1994)

En el corregimiento de Cuesta Abajo (San Andrés de Sotavento-Cordoba), se

colectaron 100 estacas como semillas de cafa flecha (Gynenum sagittatum) c.v
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“criolla” de 25 - 30 centimetros de longitud y un diametro de 1,5 - 2,5 cm. Luego
fueron trasladadas al laboratorio de biotecnologia de la Universidad de Sucre, con la

finalidad de ser tratadas y establecidas en condiciones semicontroladas.

5.2.2. Establecimiento de las plantas madres

Las estacas fueron lavadas con un detergente comercial al 5% durante 10 minutos y
enjuagadas con agua de grifo. Luego fueron sumergidas en una solucion de benomil al
5% durante 20 min. Después fueron colocadas en papel absorbente por 1 hora. Para
luego ser colocadas en frascos con 250 ml de agua estéril y dejados en condiciones
semicontroladas de temperatura 253 °C, humedad relativa de 45 - 60%, y una
intensidad luminica de 67+ 5 ym.m?s™. Se les hizo seguimiento durante 30 dias y los

datos se registraron en las respectivas cuadros (Anexo 4.1)

5.3. Tipos de explantes

Con el objeto de hacer mas eficiente el proceso de desinfeccion, los explantes fueron
clasificados en tres secciones: apicales, medios y basales, debido a que presentaban
diferentes grados de lignificacion de abajo hacia arriba, los cuales se caracterizaron por

los siguientes aspectos:
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5.3.1 Segmentos basales (sb). Se caracterizaron por poseer un grosor de 0.7 — 1.1
cm y una consistencia mas dura, fueron sometidos a una concentracion de

hipoclorito de sodio al 3%, durante 10, 20 y 30 min.

5.3.2. Segmentos del tercio medio (sm). Fueron mas consistentes y poseen un

grosor de 0.5 -0.8 cm; se les sometidé a una concentracion de hipoclorito de

sodio al 2% durante 10, 20 y 30 min.

56.3.3. Segmentos apicales (sa): Se caracterizaron por ser tiemos (delicados) y

presentar un grosor de 0.3 — 0.6 cm. Fueron sometidos al 1% de NaOCI por

10, 20 y 30 min. (ver Figura 3)

Figura 3. Tipos de segmentos utilizados para el cultivo /n vifro de la cafa flecha c.v

“criolla’. sb (segmento basal), sm (segmento medio); sa (segmento apical)
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5.4. Preparacion y desinfeccion de los explantes

Una vez los brotes de las estacas alcanzan una longitud promedio de 25-30 cm, fueron
cosechados y almacenados en un recipiente estérii con tapa y trasladados al
laboratorio de cultivo de tejidos vegetales; en donde fueron fraccionados y lavados con
un detergente comercial al 5% (P/V) durante 10 minutos. En camara de flujo fueron
cortados en tres secciones: apicales, medios y basales; almacenandose cada uno en
sus respectivos recipientes para luego someterlos al protocolo basico de desinfeccion
y enjuagues necesarios con agua destilada estéril;, como lo muestra el siguiente
cuadro.

Cuadro 2. Protocolo modificado para desinfeccién de explantes en el cultivo /n7 vifro de
cana flecha.

Agente Antiséptico Concentracion Tiempo de Exposicion
% Min.
Etanol 70 1
Peroxido de Hidrégeno 2 3
Solucién de benomil 5 10

Fuente: Basado en el protocolo de (Acosta, 2001)

Posteriormente se evalud el ingrediente activo del Hipoclorito de sodio( NaOCI); segun

la clasificacion respectiva de los explante como lo indica el siguiente cuadro.
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Cuadro 3: Tratamientos efectuados para la etapa de desinfeccion de los explantes de

cana flecha cv “criolla”, con Hipoclorito de sodio.

Tratamiento

Tiempo de
Exposicién (min.)

Concentracion de
Hipoclorito de

Tipo de segmento

Sodio(%)
G, 10
G, 20 1 Segmento apical (sa)
G; 30
G, 10
Gs 20 2 Segmento del tercio
medio(sm)
Gs 30
G, 10
Gs 20 3 Segmento basal (sb)
Gy 30

Una vez realizados los enjuagues con agua destilada estéril y cortes adecuados

para obtener un explante con un tamafio aproximado de 0.6 - 1.2 cm, fueron

establecidos en el medio basico de Murashige y Skoog (MS) (1962). (Anexo.2) y

llevados al cuarto de incubacién en donde se mantiene una temperatura promedio

de 25%3 °C, con una intensidad luminica de 50 + 5 yMol m?s™" durante 12 horas /

luz y una humedad relativa del 45 al 60 %. Fueron evaluados semanalmente

durante 20 dias y la consignacion de datos se hizo en los respectivos registros

(Anexo 4.2)
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5.5 Etapa de establecimiento del cultivo /n vitro.

Una vez determinado el mejor tratamiento de desinfeccion los segmentos fueron
establecidos en el medio MS, suplementado con: tiamina-HCI 1 mg.L'1; mio-inositol
100 mg.L™ piridoxina-HCL 0.5 mg.L™; nicotinamida 0.5 mg.L™": glicina 2 mg.L™
sacarosa 2500 mg.L™; agar 4.5 g/L y se ajust6 el pH en un rango 5.7-5.8 Se evalud el
efecto de 6-bencilaminopurina (BAP) en diferentes concentraciones segun lo indica el

siguiente cuadro.

Cuadro 4: Tratamientos realizados en la etapa de establecimiento para el cultivo /7

vitro de cafa flecha cv “criolla”.

Regulador de crecimiento Tratamiento Concentracion
BAP (mg.L-")
lo 0.0
h 02
> 04
6-Bencilaminopurina (BAP)
Iz 06
l4 0.8
Is 1.0

Posteriormente los frascos sembrados fueron sellados y trasladados al cuarto de
incubacion por un periodo de 21 dias, tiempo en el cual se realizo la toma de datos en

los respectivos cuadros (Anexo 4.3)
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5.6 ETAPA DE MULTIPLICACION

Al alcanzar los brotes una longitud promedio de 5.5 - 85 cm fueron trasferidos a
medio MS de multiplicacion, enriquecido con tiamina 100 mg.L™"; mio-inositol 100 mg.L”
" piridoxina 0.5 mg.L™"; nicotinamida 0.5 mg.L™"; glicina 2 mg.L™" sacarosa 2500 mg.L™";
agar 4.5 g/l, ajustando el pH enunrangode 5.7 —5.8. En esta etapa se combind la
accion de los reguladores de crecimiento BAP/ANA como lo muestra el siguiente

cuadro.

Cuadro 5. Tratamientos utilizados en la etapa de multiplicaciéon i vifro del cultivo de

cana flecha.
Reguladores de crecimiento
Concentracion Concentracion
Tratamientos BAP (mg.L-" ANA (mg.L-")

So 0.0 0.0
S 2.0 0.5
S 4.0 1.0
Ss 6.0 15
S, 8.0 2.0

Los frascos, fueron sellados y trasladados al cuarto de incubacién, en donde fueron

evaluados durante 45 dias en las respectivos cuadros. (Anexo4.4)
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5.7 ETAPA DE ENRAIZAMIENTO

Cuando se obtuvieron brotes multiples con una longitud promedio de 4.5-7.5 cm, se
realizé la individualizacion de plantulas las cuales fueron sembradas en frascos que
contenian medio MS suplementado con sacarosa 4 g/L; nicotinamida 4 mg.L™"
piridoxina 2.5 mg.L™"; tiamina 3 mg.L™": glicina 2.5 mg.L™", ajustando el pH en un rango
de 5.7-5.8 y combinando el efecto del acido 3-Indolacético (AlA), como lo muestra el

siguiente cuadro:

Cuadro 6. Tratamientos para la etapa de induccidon y enraizamiento /n7 vitro del cultivo

de la cafa flecha cv. “criolla”.

Regulador de crecimiento Tratamientos Concentracion
(mg.L™)

Fo 0.0

F4 2.0
Acido 3-ndolacético (AIA)

F, 40

Fs 6.0

F4 8.0

Una vez los frascos fueron inoculados y sellados se les trasladd al cuarto de
incubacion por 30 dias, periodo durante el cual se realizé la toma de datos en las

respectivos cuadros.(anexo 4.5)
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5.8 DISENO EXPERIMENTAL

El presente estudio se realizé utilizando un disefio experimental completamente al azar
en todas las etapas y dos replicas de cada ensayo, los datos obtenidos se les realizd
un analisis de varianza para todas las etapas y la prueba de polinomios en donde fue
necesario, para determinar la tendencia de los ensayos, mediante las herramientas

estadisticas del programa Excel.

5.8.1 Poblaciéon

El nimero de explantes utilizados en esta investigacion es de 404 distribuidos asi:

Etapa de desinfeccion: 180
Etapa de establecimiento: 84
Etapa de multiplicacion: 70

Etapa de enraizamiento. 70

5.8.2. Nimero de repeticiones

Se realizaran 10 repeticiones para la etapa de desinfeccion y 7 para las siguientes.

5.8.3. Unidad experimental

Como unidad experimental se utilizara un explante por frasco.



5.8.4. Indicadores

Cuadro 7. Indicadores de la etapa de desinfeccion
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Indicadores/
variable dependiente

Variable
independiente

N° explantes contaminados por hongos

N° explantes contaminados por bacterias

N° explantes necrosados

Concentracion de NaOCl

Tiempo de exposicion de
explantes

Cuadro 8. Indicadores de la etapa de establecimiento

Indicadores/
variable dependiente

Variable
independiente

Explantes que brotan

Longitud de los brotes por explante

Concentracion de BAP

Cuadro 9. Indicadores de la etapa de multiplicacion

Indicadores/
variable dependiente

Variable
independiente

Numero de brotes/explante

Altura de la plantula

Concentracién de BAP/ANA

Cuadro 10. Indicadores de la etapa de enraizamiento

Indicadores/
variable dependiente

Variable
independiente

Numero de raices por plantulas

Longitud de raices por plantulas

Concentracion de AIA




6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Obtencién de plantas madres en condiciones semicontroladas.

El desarrollo de las estacas de cana flecha en condiciones semicontroladas empieza
por la formacion temprana de raices, las cuales a los 8 dias alcanzan 9,5 raices /
estaca y 5 cm de longitud / raiz en promedio. Paralelamente empiezan a desarmrollarse

las yemas, dando origen a los brotes (ver figura 5).

A los 25 dias el 75% de las estacas desarrollaron adecuadamente los brotes, con un
promedio de 6 hojas, una longitud de 21.266 cm (ubicados en la parte superior de la
estaca), 20.230 cm (ubicados en la parte media de la estaca) y 5.312 cm (ubicados en
la parte inferior de la estaca) (ver figura 4). El 25% restante de las estacas
desarrollaron un brote pequefio y se necrosaron, algunas por presentar perforaciones,
manchas oscuras o no brotaron (ver figura 6). Los resultados obtenidos para el

establecimiento de las estacas en condiciones semicontroladas se encuentran en el

siguiente cuadro 11:

Cuadro 11. Resultados promedios obtenidos de las plantas madres en condiciones

semicontroladas.

Numero Numero Longitud / Brotes (cm) Numero Numero
Entrenudo brotes _ _ _ - nudos/ | de hojas/
lestacas | /estacas | superior | Medio | Inferior | raices brote brote

4,157 3,263 21,266 | 20.230 | 5312 | 14.947 5.00 6
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Figura 4. Posicion de los brotes obtenidos en la induccion de estacas en condiciones

semicontroladas. 1(brotes en la parte superior). 2(brotes en la parte media). 3(brotes en

la parte inferior de la estaca)

Figura 5. a. Elongacion de los brotes b. Y raiz de la estaca al cabo de 25 dias de

incubacién en condiciones semicontroladas.
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Figura 6. Deterioro de algunas estacas colectadas en el caserio de Cuesta Abajo-San

Andrés-Cordoba causado por hongos o insectos perforadores.

Figura 7. Perforacion e invasion de insectos (larvas) dafinos en estacas de cafa flecha

c.v “criolla” colectadas en el caserio de Cuesta Abajo-San Andrés-Cordoba.
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En el establecimiento de las estacas de cafia flecha en condiciones semicontroladas,
y con el fin de obtener plantas madres para extraer los respectivos explantes; resultd
ser determinante en la investigacion, debido a que se obtuvieron brotes en cantidades
necesarias y con un buen estado fisiolégico. Segun Villalobos citado por Roca y
Mroginski, (1991) el éxito de la aplicacidon de los sistemas de micropropagacion
depende en gran medida de la edad fisiologica del explante, entre mas joven y menos

diferenciado esté, mejor sera la respuesta /n vito.

Las estacas seleccionadas del caserio de Cuesta abajo (San Andrés —Cordoba)
presentaron un 25% de dafos o0 necrosis causado posiblemente por la infestacion de
agentes daninos, tales como insectos perforadores, manchas intermas de color café a
lo largo del culmo, causados posiblemente por hongos, bacterias , entre otros (Figura 6
y Figura 7), lo cual comprueba que los cultivos mantenidos en forma tradicional dentro
de la zona indigena estan siendo atacados por diferentes agentes patogenos, que
inciden negativamente en forma directa y en el adecuado desarrollo de las plantas y
por ende en la produccion de hojas necesarias para la actividad artesanal y aun es mas
preocupante el hecho que para masificar el cultivo en otras areas, se estan utilizando
las mismas plantas originales afectadas con estos sintomas, conllevando a la
distribucion de semillas contaminadas lo que contribuye a la diseminacion de agentes
patdgenos a los sitios habituales de siembra u otros sitios que posiblemente aun no

estén infectados.
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6.2. ETAPA DE DESINFECCION

Para los segmentos apicales, se observd que el tratamiento G, (1/20) es él mas
eficiente con un 79% de explantes no contaminados mientras que los tratamientos G+
(110) y Gs (3/30) presentaron los niveles mas altos de contaminacion y necrosis
respectivamente, lo que muestra que este tipo de segmento a medida que se
incrementa o disminuye el tempo de exposicion al agente activo cloro varia el grado

de respuesta de los explantes. (figura 8).

8
70
60:
50

40!/
304
20

1
o+

% de desinfeccion

10 min 20 min 30 min
Concentracion NaOCI 1%

B No contaminados [0Contaminados CINecroticos

Figura 8. Resultados de los porcentajes de desinfeccidn para los segmentos apicales.

En los segmentos del tercio medio, se observaron que el tratamiento Gs (2/20) presentd

los porcentajes mas altos en desinfeccion con un 81 % de explantes no contaminados,
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mientras que el resto de los tratamientos mostraron niveles de contaminacion y

necrosis respectivamente.

% de desinfeccién
HoOn
3\9
\

10 min 20 min 30 min
Concentracion NaOCl 2%

O Contaminados ONo contaminados B Necroticos

Figura 9. Etapa de desinfeccion. Porcentajes de desinfeccion para los segmentos del

tercio medio.

En los segmentos basales el tratamiento Gg (3/20) mostré una eficiencia del 73% de
explantes no contaminados. Mientras que el resto de los tratamientos presentaron
contaminacion y necrosis respectivamente. Este tipo de segmentos presentd un nivel
mas alto de contaminacion (33%) con respecto a los segmentos del tercio medio,
debido a que son los que estan en contacto directo con la absorcion de nutrientes a

través de las raices y entrada de posibles patdgenos.
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Figura 10. Etapa de desinfeccion. Resultados de los promedios de desinfeccion

para los segmentos basales.

En el proceso de desinfeccion, los segmentos utilizados, fue necesario
clasificarlos en tres categorias, segun la posicion en el brote. En ensayos
preliminares la accion del hipoclorito de sodio actuaba en forma general sobre
todos los explantes, provocando numerosas contaminaciones y altos niveles de
necrosis. Fue fundamental clasificar los explantes, sin embargo a pesar de esto
aun se mantuvo en todos los tratamientos bajos niveles de contaminacion. El
analisis de varianza no presento ninguna diferencia estadistica en cada uno de los
grupos de segmentos evaluados. Sin embargo la accion desinfectante del
hipoclorito de sodio (NaOCI), resultd ser mas eficaz para los segmentos del tercio
medio al 2% durante 20 minutos, obteniéndose los niveles mas altos de

desinfeccion. Los segmentos resultaron ser viables sin la presencia de agentes
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contaminantes que podrian competir ventajosamente por los nutrientes del medio
de cultivo (Roca y Mroginski, 1991). Por otra parte, se observd que en todos los
tratamientos y tipos de explantes aun persistia cierta contaminacion por hongos y/o
bacterias, por lo que posiblemente este tipo de contaminacion sea producido por

hongos sistémicos y/o bacterias enddgenas (ver figura 11)

Figura 11. Etapa de desinfeccion. Tipo de contaminacion tipica del cultivo /n vitro de

cana flecha c.v “criolla”.

6.3 ETAPA DE ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO /N VITRO

Después de determinar la mejor forma de eliminar los agentes patdgenos superficiales,
los segmentos se establecieron en el medio basico MS suplementado, y se obtuvo que
a los 7 dias de evaluacion, se observd que los segmentos presentaron un 100 % de
brotacion en todos tratamientos evaluados, con una longitud promedio de 1.5 -2 cm

(ver figura 12). A los 21 dias, se observd que los brotes alcanzaron una longitud
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promedio de 6.428 cm, presentaron en su mayoria un desarrollo de hojas, un grosor
adecuado del tallo y algunos presentaron dos o tres, brotes por explante (ver figura
12b y 13). En el cuadro 12 se muestran los resultados promedios obtenidos en la
etapa de establecimiento.

Cuadro 12. Etapa de establecimiento. Resultados promedios obtenidos después de 21

dias de evaluacion.

Tratamientos Concentracion Explantes Longitud del
BAP (mg.L™) con brotes brote(cm)
lo 0.0 1.1428 7.0428
h 0.2 1 5.8428
I 04 1.7142 5.8571
) 0.6 1.2857 58142
ls 0.8 1.5714 7.1857
Is 1.0 1.8571 6.5428

Figura 12. Etapa de establecimiento. Explantes con brotes y longitud obtenida
después de 8 dias de incubacion. a) segmentos tercio medio y apical b) segmento

basal.
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Figura 13. Etapa de establecimiento. Longitud de los brotes obtenida después de 21

dias de evaluacion con los tratamientos de 0.2 y 0.4 mg/L™" BAP.

Al realizar un analisis de varianza (a=0.05), a los datos obtenidos en la etapa de
establecimiento, nos indica que no hay diferencia significativa entre los
tratamientos y los indicadores evaluados. Al realizar la correlacion entre la
longitud promedio de los brotes por explante y el tiempo de evaluacion, como se
muestra en la figura 14, se observd que el tratamiento I, (0.4 mgL™" de BA), se dio el
mejor crecimiento comportandose en forma lineal, lo cual indica que alcanza la mayor
longitud en menor tiempo, y las yemas empiezan a desarrollarse rapidamente. Sin

embargo el tratamiento control se comporta estadisticamente de igual forma al
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tratamiento 1, (0.4 mgL"' de BA) indicandonos con esto que en la etapa del
establecimiento del cultivo /n7 vifro los segmentos pueden desarrollarse sin la presencia
de reguladores de crecimiento lo cual es importante por la reduccion en los costos de

produccion, beneficiando a posteriores programas de produccién masiva.

o
"

//c

Longitud promedio(cm)
O =~ N O~ O OO N 0 ©

14 dias 21 dias

Dosis BAP
0 —0,2 —04 0,6 —2028 1

7 dias

Figura 14. Etapa de establecimiento. Comportamiento de las longitudes promedio de

los brotes durante y en el transcurso de las evaluaciones semanales.

Otro factor importante que se observo en el establecimiento del cultivo i vitro, fue el
desarrollo de los explantes, en el cual los segmentos provenientes de la parte basal
(figura 12 b) presentaron de 2 a 3 brotes por explante, mientras que los del tercio medio
y apical solo un (1) brote, por lo que podria afirmarse que la proliferacion de brotes

obtenidos en estos explantes en la etapa de establecimiento, esta relacionado con el
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tipo de explante y su morfologia, y en menor relacion con el efecto de las bajas

concentraciones de regulador de crecimiento (BAP) exdgenas.

6.4 ETAPA DE MULTIPLICACION

Una vez que los brotes de las yemas inducidas /n vitro alcanzaron una longitud
promedio de 6.5 cm, se les transfirio a medio MS, con la finalidad de obtener
brotes multiples. En este ensayo se obtuvo que los tratamientos S; (2 mg.L"'y 0.5
mg.L" ANA)y S, (4.0 mg.L" y 1.0 mg.L”") presentaron la mayor produccién de
brotes multiples por explante entre 9.3 y 9.0 brotes por explante promedio,
después de 45 dias de evaluacion, los cuales se caracterizaron por presentar un
optimo desarrollo con la presencia de hojas, engrosamiento y alargamiento del
tallo en forma adecuada y homogénea (ver figura 15). Los resultados promedios

de la obtencion de brotes multiples se ilustran en el siguiente cuadro 13:

Cuadro 13. Resultados promedios en la obtencién de brotes multiples después de 45

dias de evaluacion.

Concentracion | Concentracion | Numero de | Longitud del
Tratamientos | BAP (mg.L") | ANA (mg.L™) brotes/ brote(cm)
explante

So 0.0 0.0 3.0 3.70

Sq 2.0 0.5 9.2857 3.5428
S, 4.0 1.0 9.0 5.2285
Ss 6.0 1.5 5.2857 4.6142
Su 8.0 2.0 6.0 4.5571
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Figura 15. Etapa de muiltiplicacion. Obtencion de brotes multiples en medio MS
suplementado con 2 mg/L y 0.5 mg/L de BAP/ANA. A: Al cabo de 20 dias de cultivo. B:

45 dias de cultivo.

El analisis de varianza (o = 0.05) (Anexo 52) mostrdé una diferencia altamente
significativa entre los tratamientos, y los indicadores evaluados. Mediante una prueba
de comparacion de medias (DMS) (Anexo 5.3) se obtuvo que los tratamientos Sy Sz
son estadisticamente iguales y diferentes al resto de los tratamientos. Al realizar la
prueba de polinomios (Anexo 6.1) para determinar el comportamiento del ensayo, se
obtuvo que se comporta como un polinomio de grado tres, lo cual significa que el
ensayo tiene una tendencia a comportase en forma cubica, en donde la curva
alcanza un valor maximo y un valor minimo. Del cual tendremos en cuenta el punto
maximo, estimado en 2.6 mg.L™ de BAP y 0,5 mg.L"" de ANA, en donde se estima que

alcanza el mayor numero de brotes con un valor de 9.8 brotes/explante. Los puntos
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minimos nos indican que a altas concentraciones de BAP/ANA, se produce una
posible inhibicidn en la respuesta numero de brotes/explante, siendo esto importante
para evitar el uso de altas cantidades de reactivos y afirmandose que la estimulacion
de los explantes se produce por el efecto de las bajas concentraciones de las

hormonas exdgenos. (ver figura 16)

y = 0,1146x° - 1,6352%° + 6,1233x + 2,9327
. R?=0,5398

Numero de brotes

Dosis

Figura 16. Etapa de multiplicacion. Tendencia cubica de la respuesta numero de

brotes vs. Concentraciones de BAP/ANA.

La tasa de multiplicacion promedio alcanzada en esta etapa es de 9.15 brotes por
explante, que cultivados durante 5 ciclos de subcultivo de 45 dias cada uno, es
posible obtener aproximadamente 40.000 plantas en 7.5 meses de cultivo, lo que
indica que esta técnica se ajusta muy bien a un modelo de crecimiento

exponencial, de la forma X’, donde X es el coeficiente de multiplicacion y Y el
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numero de ciclos a multiplicar. Convirtiendose en un método muy eficiente y con
mayor tasa de multiplicacion, que los métodos de propagacion convencionales,
ademas, con todas las ventajas que le confiere el sistema de propagacion /n vilro.

En guadua (Bambusa sr).(Poaceae). Manzur, (1986) afirma que es posible obtener
16.384 plantas en 14 meses. En cafa flecha (Cyrenum secgiiatum,Poaceae)
mediante este protocolo y en el laboratorio de la Universidad de Sucre, se logran
obtener 40.000 en tan solo 7.5 meses presentando un potencial mayor de
multiplicacion i vifro, el cual podria explicarse en razén a la determinante adaptacion
de la planta al medio de cultivo, y a las adecuadas condiciones de luz y temperatura de
incubacion, los cuales segun Villalobos et al citados por Roca y Mroginski (1991) son

fundamentales en la formacion y crecimiento celular.

La proliferacion de brotes multiples obtenidos en cafa flecha, se debe al efecto de los
reguladores de crecimiento (BAP y ANA), adicionados al medio de cultivo en
proporciones adecuadas, los cuales al actuar en forma sinérgica estimulan y
promueven la division de los diferentes tejidos celulares (Wareing y Phillips, citados por
Rodriguez, 2001), obteniendo asi un buen desarrollo en los segmentos utilizados, que
se reflejan en los tratamientos S1y S, (2 y 4 mg/L BAP y 05 y 1 mg/L ANA) durante los

45 dias de evaluacion.

Sin embargo en cana de azucar (Sacctiarum sg,[Poaceae), Mendre et al. citados por
Roca y Mroginski, (1991) plantea que es posible obtener 200.000 plantas en 6 meses a

partir de un meristemo, el cual difiere de los resultados en cana flecha, ya que
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mediante el uso de meristemos permite tener una mayor asepsia y a la posible mayor
capacidad de crecimiento que poseen estos explantes, que mediante el uso de

segmentos nodales, aplicados en el presente estudio.

6.5 ETAPA DE ENRAIZAMIENTO

Las vitroplantas obtenidas por brotes multiples se individualizaron y fueron inoculados
en un medio MS suplementado con AIA para inducir y desarrollar las raices. Se
obtuvo que el control Fo (control) mostré un promedio de 4.8 raices por plantula
mientras que los demas tratamientos fueron de 6.25 raices por plantula al cabo de 2
semanas de evaluacion. La longitud de las mismas se mantuvo en un promedio de
1.5 cm por raiz para todos los tratamientos. Los resultados promedios del ensayo de

enraizamiento se encuentran en el cuadro 14.

Cuadro 14 . Resultados promedios de la induccion y desarrollo de raices en el cultivo

in vitrode la cafa flecha c.v. “criolla” al cabo de 30 dias de evaluacion.

Concentracion Numero de raices/ Longitud de
Tratamientos AIA (mg.L™) plantula raices /plantula
(cm)
Fo 0.0 6.4285 1.3107
Fq 2.0 4.8571 1.3868
F2 4.0 7.7142 1.3428
Fs 6.0 6.4285 1.7472
Fu4 8.0 51428 1.2482
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El analisis de varianza a un nivel de significancia o=0.05 (anexo 5.4) no mostro
diferencias significativas entre los tratamientos propuestos y los indicadores evaluados.
La prueba de polinomios no mostrd ninguna tendencia. Sin embargo en la cuadro 16 se
observa que el tratamiento F, (4 mg/L") alcanza el mayor numero de raices por
plantula, mientras que, el tratamiento F3 (6 mg/L”" ) mostré la mejor formacion de
raices secundarias a diferencia del resto de los tratamientos que no las desarrollaron
completamente durante los 30 dias de evaluacion (ver figura 17) siendo el promedio de
5 mg.L" de AIA comprendido entre el rango de mejores resultados el mas adecuado

para la induccion y desarrollo de raices en el cultivo /17 viiro de caia flecha.

Figura 17. Etapa de enraizamiento. Numero y longitud de raices obtenidas después

de 30 dias de evaluacion, con 6 mg.L'1 de AlA.
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7. CONCLUSIONES

La obtencidon de plantas madres mediante la estimulacion de estacas /n vivo en
condiciones semicontroladas resultd ser un método determinante ya que se obtuvo
la proliferacion de 3 brotes/estaca de 20 cm, de los cuales se obtienen 5 explantes
(entrenudos), aptos para el cultivo /n vifro de la cafia flecha c.v. “criolla” (Gynerium

sagittatum).

En la etapa de desinfeccion la concentracion del 1%, 2% y 3% de NaCIlO por 20
minutos en los diferentes tipos de segmentos tuvo una respuesta satisfactoria con

mas del 70 % de explantes sanos y viables para el cultivo /n7 vifro.

Los segmentos nodales utilizados en el cultivo /n vitro de la cana flecha c.v. “criolla”
mostraron un desarrollo eficiente en todas las etapas, en especial para la etapa de

establecimiento en donde tuvieron un 100% de brotacién.

La concentracion de 2 mg.L" de BAP/ y 0.5 mg. L' ANA en la etapa de
multiplicacion resultaron ser Optimas, ya que se obtuvieron los mejores resultados

en la produccion de brotes multiples.
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En el cultivo /7 vifro de cana flecha se obtuvo una tasa de multiplicacion de 9.15
brotes/explante, posibilitando obtener en 5 ciclos de subcultivo aproximadamente
40.000 plantas en 7.5 meses, lo cual alcanzaria para sembrar 32 hectareas

en menos de afo.

En el enraizamiento de las plantulas el mejor tratamiento resulté ser 6 mg.L™" de
AlA, lo cual mostré formacion de raices principales y secundarias en longitudes

adecuadas.



81

8. RECOMENDACIONES

La induccion de estacas /7 vivo en condiciones semicontroladas con aplicacion al
cultivo /n vifro resultan ser una estrategia util en la obtencion de semillas sanas de
cafia flecha c.v. “criolla’, por las altas tasas de multiplicacion obtenidas, por lo cual
se recomienda que estas técnicas se contemplen como altemativa de masificacion

de los cultivos.

Dar uso a meristemos apicales y semillas, en condiciones /7 vifro para determinar

otros puntos activos del crecimiento de la planta.

Realizar ensayos que tengan en cuenta los diferentes tipos de segmentos o plantas
derivadas de las etapas de establecimiento, multiplicacion y su relacidén con la tasa

de multiplicacion y la aclimatacion.

Hacer uso de otros reguladores de crecimiento como la Kinetina, 2iP, TDZ, IBA
entre otros, que podrian potenciar aun mas las respuestas de los segmentos al

cultivo /n7 vifro de canfia flecha.

Desarrollar un protocolo que permita la adaptacion de las plantulas generadas en el

cultivo /7 vifro al medio exterior.
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e Incorporar sistemas de diagnostico convencional y no convencional para verificar

estados fitosanitarios de los materiales.
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ANEXO 1.

Resultados del analisis de suelo de un cultivo de caia flecha c.v “criolla” en el
corregimiento de Tuchin-Cérdoba.

Corregimiento de Tuchin-Cérdoba
Cultivo: Cana flecha

Determinacion Valor
pH 7.10
Materia organica(%) 3.44
Fosforo (ppm) 2432
ClC 17.88
Calcio 7.0
Magnesio 5.81
Potasio 0.37
Sodio 0.62
Textura Franco
Saturacion de calcio(%) 39.15
Saturacion de magnesio(%) 32.49
Saturacion de sodio(%) 3.47
Relacion Calcio / magnesio 1.20




ANEXO. 2.

Componentes basicos del medio Murashige y Skoog(1962).

Nutrimentos mg.L™ mM
NH4NO3 1650 20.6
KNO3 1900 18.8
Cacl, 2H,0 440 3.0
MgS0O47H0 370 1.5
KH2PO4 170 1.25
Kl 0.83 50
HsB O3 6.2 100
MnSO,4 4H,0 22.3 100
ZI’]SO4 7H20 86 30
Na,MoQO,4 2H,0 0.25 1.0
CuS0O45H,0 0.025 0.1
CoCl,6H,0 0.025 0.1
NaEDTA 37.3 100
FeSO4 7H20 27.8 100

Laboratories Phytotecnology catalogue. 2001-2003 L.L.C




Diagramas de campos

3.1 Etapa de desinfeccion

ANEXO 3.

Tratamientos

Repeticiones

Gy 1-10
Go 11-20
Gz 21-30
G4 31-40
Gs 41-50
Gs 51-60
G 61-70
Gs 71-80
Go 81-90
20 12 10 45 47 37 85 66 68
24 4 14 46 54 32 65 89 76
13 26 17 51 50 44 75 86 79
9 18 23 40 59 58 78 81 87
8 21 19 42 33 48 62 88 82
11 3 28 39 35 56 83 a4 80
29 27 5 31 34 43 69 67 73
7 25 30 57 60 55 61 70 74
22 15 6 32 36 53 71 90 84
1 2 16 38 49 41 63 64 72



3.2 Establecimiento del cultivo /n vitro

92

Tratamientos

Repeticiones

lo 1-7
l4 8-14
> 15-21
5 22-28
l4 29-35
22 34 1 10 21
29 15 35 33 26
9 27 8 12 6
24 31 17 4 13
7 20 16 18 25
32 28 14 5 30
3 2 11 23 19
3.3 Etapa de multiplicacién
Tratamientos Repeticiones
So 1-7
S 8-14
S, 15-21
S3 22-28
S4 29-35
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10 19 25 5
33 23 26 22
13 3 16 2 1
29 34 9 35 8
17 27 15 30 18
32 6 28 31 17
14 12 24 11 20
3.4 Etapa de enraizamiento
Tratamientos Repeticiones

Fo 1-7

F4 8-14

F2 15-21

Fs 22-28

Fa 29-35
20 35 14 17 11
8 15 30 27 25
34 13 1 23 21
5 29 16 31 6
22 32 9 19
28 24 33 10
26 4 12 18
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