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Resumen

Puya trianae se caracteriza por desarrollar una vistosa inflorescencia que la caracteriza como planta de uso ornamental. Aunque
actualmente no se considera amenazada, debido al rapido deterioro de los ecosistemas donde habita, la supervivencia de sus po-
blaciones si esta amenazada; por dichas razones se desarrollé un protocolo de micropropagacion, aplicable para su conservacion
y para produccion masiva de plantulas con fines ornamentales, asi como a la determinacion de su niumero cromosémico. Para la
multiplicacion se utilizaron plantulas provenientes de semillas germinadas in vitro realizando cuatro ensayos para determinar tipo,
concentracion y tiempo de exposicién de algunos reguladores, ademas de la escision parcial o total de explantes. Durante la fase
de enraizamiento se cultivaron brotes en MS/2 solo y/o suplementado con AIB y ANA,; la aclimatizacion de las plantulas obtenidas se
realiz6 en diferentes mezclas de tierra:turba:capote, en cuarto de crecimiento e invernadero. Los resultados mostraron que en MS+2.0
mgL-" de TDZ durante 45 dias se produjo la mayor cantidad de yemas y brotes que terminaron su desarrollo después de 90 dias. Los
brotes enraizaron en MS/2 cuantificandose 70% de enraizamiento. Se registrd una viabilidad del 90% y una longitud de plantulas de
3.6 cm en tierra:turba después de 60 dias de aclimatizacion. El conteo cromosomico se realizd en células meristematicas radicales
tratadas con colchicina al 0.5%, fijadas en carnoy, hidrolizadas con HCL y con enzimas y tefiidas con orceina acética, obteniéndose
un numero cromosémico de 50, con cromosomas muy pequefios (aprox. 1.2um).

Palabras claves: Bromeliaceae; citogenética; diploide; propagacion in vitro.
Abstract

Puya trianae is characterized for developing a colorful inflorescence, which turned it into an ornamental plant. Is not currently considered
threatened, due to the fast habitat deterioration, populations survival is threatened; due to the last, we developed a micropropagation
protocol, focused on its conservation and mass production for ornamental purpose, as well as the chromosome counting. For multi-
plication, seedlings from germinated seeds were used in vitro and we made four tests to determine the type, concentration and time
of exposure of some regulators, as well as the partial or total explants excised. Throughout the rooting phase, shoots were grown in
MS/2 alone and/or supplemented with IBA and NAA; the acclimatization of the obtained seedlings was carried out in different mixtures
land:peat:capote, in a growth room and a greenhouse. Buds and shoots that finished their development during 45 days in MS+2.0
mgL-" of TDZ were the majority, after three months of development. The shoots rooted in MS/2 quantifying a 70% of rooting. A 90%
viability and a plantlets length of 3.6 cm in soil: peat after 60 days of transfer. We made a radical meristematic cells chromosomal
counting treated with a 0.5% of colchicine fixed in carnoy, hydrolyzed with HCL and enzymes and stained with acetic orcein, obtaining
a chromosome number of 2n=50, with very small chromosomes (aprox. 1.2um).
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Introduccion

Las Bromelias se caracterizan por presentar una amplia gama
de usos, desde especies comestibles, forrajeras, medicinales, hasta
especies ornamentales (Miranda et al. 2007). Colombia registra
unas 500 especies, siendo el segundo pais con mayor diversidad
de Bromelias después de Brasil, (Betancur & Garcia 2006). El
género Puya es uno de los mds representativos de esta familia y
de la regi6n neotropical; habita en altitudes de 2500 a 4000 m
y ocupa diversos ambientes como bosques, selvas de neblina,
pastizales, subpdramos y paramos (Grau et al. 2010).

En Colombia, se registran 36 especies de Puya de las cuales 28
son endémicas y 25 de estas presentan algtin grado de amenaza
de extincién por causas de restriccién geogréfica, vulnerabilidad
de los ecosistemas que habitan, por la condicién de pobreza de
sus suelos y escasa superficie, actividades antrépicas como el
desplazamiento de la frontera agricola, quemas, deforestacién,
extraccion ilegal de individuos para su comercializacién y la
potencial amenaza que se vierte sobre los ecosistemas de pdramo
debido al cambio climitico (Betancur & Garcia 2006).

Puya trianae (Baker) es una especie habitante de Colombia,
Ecuadory Venezuela. En Colombia, se encuentra distribuida en
todas las cordilleras, asociada predominantemente a la vegetacién
de tipo pajonal (Vargas et al. 2014). En 1997 fue considerada
como vulnerable (VU) en la lista roja de plantas amenazadas
de la UICN (Walter & Gillett 1998), y en 2006 fue catalogada
En Preocupacién Menor (LC) en el Libro Rojo de plantas de
Colombia (Betancur & Garcfa 2006).

Aunque actualmente, P trianae no es considera con un alto
grado de amenaza, la fuerte presién y el creciente y rdpido de-
terioro de los ecosistemas donde habita, la pondrian en riesgo
en un futuro cercano. Por lo tanto, el desarrollo de planes de
conservacién y recuperacién del germoplasma vegetal surge
como una estrategia de gran importancia para su conservacion,
y que a su vez serfa aplicable a otras especies de Puya.

La biotecnologia vegetal, a través del cultivo de tejidos y de
la citogenética, proporciona un sistema rdpido y confiable para
la produccién de un gran nimero de plantas genéticamente
uniformes (Jha & Ghosh 2005), ademds, estas técnicas tienen
un papel importante en la produccién de pldntulas de especies
horticolas, de valor comercial y ornamental, asi como de flora
silvestre con propésito de conservacién ex situ, generando
material vegetal para restauracién ecoldgica, introduccién o
reintroduccion, en los casos en que la propagacion tradicional
de la especie sea muy lenta, no sea efectiva, tenga bajas tasas
de multiplicacién o la poblacién sea extremadamente reducida

(Benson 1999, Quiala et al. 2004).

Previamente, diversos protocolos de propagacién in vitro
en Bromeliaceae han sido reportados. Por ejemplo, en especies
como Alcantarea imperialis (Carriére) Harms (Aoyama et al.
2012), Nidularium innocentii Lem. y N. procerum Lindman
(Lopes da Silva et al. 2012), Ananas comosus (L.) Merr. (Al-saif
etal. 2011, Scherer et al. 2013), Vriesea reitzii Leme & A. Costa
(Dal-Vesco et al. 2014), Dyckia distachya Hassler (Pompelli &
Guerra 2005) y més especificamente en Puya, en especies como
Puya chilensis Molina (1995 citado por Fuenzalida 2003, Lopéz
et al. 2001 citado por Cabello & Suazo 2007), Puya santosii
Cuatrec. (Pedroza & Bejarano 2008) y Puya berteroniana Mez.
(Viehmannova et al. 2016).

Estudios sobre citogenética en la familia Bromeliaceae son
muy escasos, indicindose que tan solo se conoce informacién de
aproximadamente el 12% de sus especies (Cotias et al. 2004).
Gitai & Benko-Iseppon (2006), en una revision del género Puya
encuentran pocos trabajos de estudios citogéneticos, y observan
que la mayoria de las especies estudiadas poseen un ntimero cro-
mosomico igual al reportado frecuentemente para la familia, con
un nivel diploide de 2n= 50, en Puya cardenasii L.B. Smith, Puya
raymondii Harms, Puya spathacea Mez, Puya coerulea Lindley,
Puya mirabilis (Mez) L.B.Sm y Puya berteroniana (Viehman-
nova et al. 2016), y un ndmero haploide de 25 cromosomas en
Puya eryngioides Andre, Puya floccosa (Linden) E. Morren, Puya
lilloi Castell, Puya sparthacea (Griseb.) Mez, a excepcién de P
chilensis con un ntmero diploide de 48 cromosomas; aunque
hay uniformidad en el nimero de cromosomas, existen algunas
excepciones lo cual hace importante la investigacién citogenética
en este género (Gital & Benko-Iseppon 2006).

Considerando lo anteriormente descrito, es evidente que atin
existe un gran vacio de informacién respecto al desarrollo de
biotecnologfas que contribuyan al conocimiento y conservacién
de Puya; por lo tanto, este trabajo se realizé con miras a contri-
buir al conocimiento de Puya trianae, aportando informacién
sobre su niimero cromosémico que es importante para estudios
taxondmicos y evolutivos (Poggio et al. 2010), y estableciendo
un protocolo de micropropagacién que permita su conservacién
y uso sustentable como planta ornamental.

Material y métodos

Area de estudio y determinacién taxonémica del material
vegetal.- El material vegetal para identificacién taxondmica se
colectd en el paramo del Parque Natural Municipal Rancheria
en Paipa, sector la Cuchilla, también conocido como la Cuchilla
Cerro las Cruces ubicado en el Retiro (Corregimiento de Paler-
mo, Municipio de Paipa-Boyacd) y el Municipio de Sotaquird al
costado occidental de la via Paipa-Palermo, entre 3200 y 3600
m, con una extensién de 657 haa 5°5°0.97"N y 73°0.8’38.2"W
(Morales et al. 2011).

La revisién e identificacién taxonémica del material vegetal
se realizé en el Herbario de la Universidad Pedagdgica y Tecno-
l6gica de Colombia (UPTC), utilizando las claves botdnicas de
la Flora Neotropical (Smith & Downs 1974).

Propagacion in vitro.-

Colecta y establecimiento de material vegetal: El material
inicial consisti6 en semillas de P trianae colectadas y trasladadas
en bolsas plsticas al Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales
Bioplasma-UPTC; para la asepsia superficial, en cimara de flujo
laminar las semillas se sumergieron en agua destilada estéril y
Tween 20’ (v/v) durante 5 minutos con agitacién continua;
luego, se transfirieron a pequefias bolsas de muselina, las cuales
se introdujeron en un recipiente de vidrio de 100 mL que con-
tenfa una solucién de hipoclorito de sodio (NaClO 5.25% p/v)
al 20% (v/v) mds Tween 20 durante 20 minutos con agitacién
continua, posteriormente se enjuagaron tres veces con agua
destilada estéril.

Las semillas asépticas se sembraron en recipientes de vidrio de
100 mL, con alicuotas de 20 mL de medio basal MS (Murashige
& Skoog 1962) con sales diluidas a %4 de su concentracion, y se
incubaron a 24 + 1 °C con iluminacién continua (70-80 pmol
m? s7) suministrada por ldmparas fluorescentes de 75W. El
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medio se solidificé con 7 g L' de agar y el pH se ajusté a 5.7
con HCI y/o NaOH 1IN; luego se esteriliz6 en autoclave a 15
psiy 121 °C durante 20 min.

Proliferacién de yemas: Para la multiplicacién de yemas
se utilizé como explantes iniciales pldntulas de 1.0 — 1.5 cm,
obtenidas de semillas germinadas en la etapa anterior, a las
cuales se les eliminé la raiz; el medio base utilizado fue MS. El
proceso de proliferacién comprendi6 dos fases, estimulacién y
expresion, cada una con una duracién de 45 dias, a excepcién
de los tratamientos realizados para determinar los dfas necesarios
para estimulacién de yemas.

Con el fin de optimizar tanto la estimulacién y/o formacién
de yemas como el desarrollo de brotes, se realizaron los siguientes
ensayos:

—  Ensayo I. Efecto de la combinacién auxina/citoqui-
ninay efecto del carbén activado. Se probd el efecto de
las auxinas (concentracién en mgl!): AIB (0.1y 1.0) y
ANA (0.3 y0.7); y las citoquininas: BA (0.5, 1.0y 2.0),
TDZ (0.01,0.02'y 0.05), y KIN (0.5, 1.0 y 2.0) solas y
combinadas, ademds del medio MS sin reguladores de
crecimiento para un total de 50 tratamientos cada uno
con 24 explantes. Para promover el desarrollo de brotes,
durante la fase de expresién se ensayaron los medios MS
y MS mis 0.3% de carbdn activado.

—  Ensayo II. Efecto de altas concentraciones de citoqui-
ninas durante periodos variables. Se prob6 el efecto de
2.0 mgl! de TDZ, 5.0 mgL"! de KIN y 5.0 mgL" de
BA, durante 15, 30 y 45 dias, sobre la estimulacién de
yemas; se cultivaron 30 explantes por tratamiento. La
fase de expresién se realizé en medio MS sin reguladores
de crecimiento durante 45 dias.

—  Ensayo III. Efecto de concentraciones elevadas de
TDZ, durante periodos cortos. En este ensayo se probd
el efecto de 4.0 y 7.0 mgL! de TDZ durante 7, 14 y
21 dfas de estimulacién; se cultivaron 30 explantes por
tratamiento. La fase de expresion se realizé en medio MS
sin reguladores de crecimiento durante 45 dfas.

— Ensayo IV. Efecto de la escisién longitudinal de
explantes. Los explantes se estimularon en MS suple-
mentado con 2.0 mgL"! de TDZ, evaluando dos tipos
de escisién longitudinal: una escisién parcial, dejando
unidas por la base las dos mitades y una escisién total
separando completamente las dos mitades; ademds, se
cultivaron explantes intactos. En cada tratamiento se
cultivaron 30 explantes durante 45 dias de estimula-
cién y 45 dias de expresién en MS sin reguladores de
crecimiento.

En todos los ensayos de proliferacidn realizados se cuantificé:
promedio de yemas por explante (ntimero de yemas formadas al
finalizar la fase de expresion), promedio de brotes por explan-
te, longitud media de brotes y promedio de hojas por brote,
ademds del porcentaje de explantes necrosados en el ensayo IV.
Entendiendo como “yemas” estructuras elongadas con dpice
redondeado sobresaliente del tejido y, como “brotes” yemas en
desarrollo de 0.3 cm o mds de longitud.

Enraizamiento de brotes: Se utilizaron brotes de longitud
> 1 cm obtenidos en la etapa de proliferacién. Los medios para

enraizamiento fueron MS con sales diluidas a %5 de su concen-
tracion original, sin reguladores y suplementado con AIB 0 ANA
en concentraciones de 0.5, 1.0 y 2.0 mgL". Se cultivaron 20
brotes por tratamiento. En esta etapa se evalué el porcentaje de
brotes enraizados, nimero de raices por brote y longitud de la
raiz mds larga después de 30 dias de cultivo.

Endurecimiento: Las pldntulas obtenidas en la etapa anterior
se extrajeron de los recipientes de cultivo, con agua corriente se
elimind los restos de medio adheridos a la raiz y se transfirieron
a dos sustratos compuestos por tierra:capote y tierra:turba en
proporcidn 2:1. Se sembraron 40 plantas por sustrato, en ban-
dejas de germinacion cubiertas con papel extensible perforado
(20 plantas por bandeja), a una distancia de 2 cm. Las bandejas
se mantuvieron en cuarto de incubacién durante 15 dfas, con
iluminacién continua a 21+1 °C. Posteriormente se transfirie-
ron a invernadero y, de forma progresiva, se retiré el pldstico
extensible; luego se transfirieron a vasos plésticos con el mismo
sustrato. Al inicio y al final del ensayo (después de 55 dias) se
cuantific la longitud de las plantulas y el porcentaje de plantulas
viables por tratamiento.

Anilisis estadistico.- Los datos obtenidos en las etapas de
propagacién in vitro se analizaron mediante el programa STAT-
GRAPHICS CENTURION XVI, realizando anlisis de varianza
unifactorial ANOVA. Para evaluar las diferencias significativas
encontradas en los andlisis de varianza se aplic una prueba de
comparacién miltiple DHS (Diferencia Honestamente Signi-
ficativa) de Tukey con un nivel de confianza del 95% (las letras
simbolizan y agrupan en orden decreciente los valores medios
alcanzados de la letra a en adelante conforme a la similitud (entre
tratamientos) y diferencias estadisticas entre grupos. Para los
datos de porcentaje que requirieron transformacién se utilizé
arcosen \(x/100).

Conteo cromosomico.-

Material vegetal: Se utilizaron raices desarrolladas iz vitro
en la fase de enraizamiento, inducidas con 1.0 mgL' de ANA
y raices desarrolladas en agua.

Determinacién del niimero cromosémico: Entre las 10:00
y las 11:00 horas se colectaron de cada plantula de 5 a 7 dpices
radicales de 0.5 = 1.5 cm de longitud. Los dpices se pretra-
taron con colchicina al 0.5% durante 5 horas a 191 °C; se
enjuagaron con agua destilada y se fijaron en Carnoy (Alcohol
absoluto: 4cido acético glacial en proporcién 3:1) durante 24
horas a 4 °C, luego, se enjuagaron dos veces con agua destilada,
se hidrolizaron con HCL 1IN durante 10 minutos a 60 °C y
se enjugaron con agua destilada estéril. Los 4pices se trataron
con un coctel enzimdtico de celulasa al 5%, pectinasa al 1% y
macerozima al 1%, durante 10 — 15 minutos en oscuridad a 37
°C. Posteriormente se enjuagaron con agua destilada estéril y se
observaron al estereoscopio para escindir la zona meristemdtica,
la cual se coloc6 en un porta objetos con orceina acética al 2%
por 10 minutos, se flamed evitando la ebullicién del colorante
y, finalmente, se colocé el cubre objetos. Para lograr células en
un solo plano se golped la muestra con una barra de goma vy,
por tltimo, se realizé el squash.

Las observaciones se realizaron en un microscopio Carl Zeiss
y un Motic BA 310. El conteo de cromosomas se realizé en 10
células, con objetivo de 100x. El registro fotogréfico se tomé
con una cdmara Motic Cam de 10 megapixeles adaptable al
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microscopio y con una cimara Nikon 5100. Para la medicién de
las células se empled el programa Motic Images Advanced 3.2.

Resultados
Propagacion in vitro.-

Establecimiento de material vegetal: El protocolo y la con-
centracién de NaClO (20% v/v) aplicados para la desinfeccién
superficial de semillas de P trianae resulté 100% eficaz ya que
no se observé contaminacién en ninguno de los recipientes
de cultivo y, ademds, todas las semillas cultivadas germinaron.

El medio de cultivo utilizado fue adecuado para los procesos
germinativos; la composicién nutricional del medio fue éptima
y permitié obtener pldntulas con 2 — 4 hojas y una longitud
promedio de 1.0 cm.

Proliferacién de yemas: estimulacién y/o formacién de
yemas y desarrollo de brotes.

Ensayo 1. Efecto de la combinacién auxina/citoquinina y
del carbén activado. Los tratamientos en MS sin reguladores
de crecimiento y en aquellos suplementados con AIB, ANA y
TDZ, adicionados a los medios de cultivo solos o combinados
(auxina/citoquinina), no mostraron efecto aparente sobre el
numero de yemas formadas, brotes desarrollados por explante,
longitud y nimero de hojas por brote, mientras que todos los
tratamientos que contenfan KIN sola o en combinacién con AIB
y/o ANA promovieron el desarrollo de yemas axilares y adven-
ticias formadas a través de organogénesis directa; no obstante,
al analizar las variables nimero de yemas formadas y brotes por
explante se observé diferencias estadisticas significativas (p=
0.00, p=0.00), presentdndose un mayor nimero de yemas y de
brotes en los tratamientos con una mezcla auxina/citoquinina
que Unicamente con citoquinina.

El tratamiento en el que se produjeron los mejores resultados
fue el realizado con 0.3 mgL! de ANA + 2.0 mgL"* de KIN (Fig.
1a), seguido por el tratamiento con KIN sin auxina (Fig. 1b), en
los que se formaron en promedio, 8.2y 7.4 yemasy 1.6 y 1.4

brotes por explante, respectivamente (Tabla 1). Sin embargo,
aunque se registré una alta formacién de yemas, éstas exhibieron
un desarrollo muy lento formando brotes de poca longitud vy,
en la mayoria de los casos, con un reducido niimero de hojas.

Figura 1. Yemas formadas y brotes desarrollados en presencia
de:a.0,3mgL" deANA+2.0mgL" deKIN;b.2,0mgL"de
KIN; c.0.7mgL"de ANA+1.0mgL"'deKIN;d.1.0mgL"'de
AIB + 1.0 mg L' de KIN. *br, brote normal; bel, brote elongado;
ben, brote engrosado; y, yema; yn, yema necrosadas. Cada
division de la escala= 1mm.

Tabla 1. Efecto de la combinacién auxina/citoquinina sobre la formacion de yemas, desarrollo de brotes por explante, lon-
gitud y niumero de hojas por brote, cuantificados a 90 dias de iniciado el cultivo. Valores con letras distintas en una misma
columna indica diferencias significativas segun la prueba DHS de Tukey (p<0.05).

Promedio de Promedio de Promedio de

v S e T v S vy S
KIN 0.5 07g 0.2ed * *
AIB 0.1 KIN 1.0 3.2 defg 0.2 ed * *
KIN 2.0 5.1 bede 0.8 abcde 0.4 be 1.4 be
KIN 0.5 13fg 0.4 beed * *
AIB 1.0 KIN 1.0 4.3 cde 0.9 abcde 0.4 be 24b
KIN 2.0 6.2 abc 0.7 abcde 0.5 ab 1.5 bc
KIN 0.5 2.5 efg 0.3 cde * *
ANA0.3 KIN 1.0 5.8 abed 14ab 0.4 be 13be
KIN 2.0 82a 16a 0.4 be 1.3 bc
KIN 0.5 3.6 cdef 0.5 bede * *
ANA 0.7 KIN 1.0 7.3 ab 1.1 abed 05a 38a
KIN 2.0 5.2 bed 1.2 abed 03¢ 11c
KIN 0.5 4.1 cde Oe * *
KIN 1.0 5.3 bed 0.5 bede * *
KIN 2.0 7.4 ab 1.4 abc 0.5 ab 12c¢

*El andlisis de los datos de longitud y nimero de hojas por brote, solo se realizé para los tratamientos que produjeron una cantidad de brotes > 0.5.
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Con respecto a las variables longitud y nimero de hojas
por brote, teniendo en cuenta los tratamientos en los que se
produjo una cantidad mayor de 0.5 brotes/explante, se observé
diferencias significativas entre tratamientos (p=0.00, p=0.00). La
mayor longitud promedio alcanzada fue de 0.5 cm por brote, en
los tratamientos con 2.0 mgL™' de KIN sola y en combinacién
con 1.0 mgL"' de AIB, ademds del realizado con 1.0 mgL"!
de KIN + 0.7 mgL"' de ANA. En este tltimo tratamiento los
brotes formaron, en promedio, el mayor niimero de hojas, 3.8,
(Fig. 1c), seguido por el tratamiento con 1.0 mgL" de AIB +
1.0 mgL! de KIN, con 2.4 hojas por brote (Fig. 1d) (Tabla 1).

Después de 90 dias de cultivo se observaron yemas necrosadas
y brotes malformados, en cantidades variables en los tratamien-
tos con auxina/citoquinina, las cuales incrementaron en los
tratamientos que contenfan Unicamente KIN. En general, los
tratamientos en los que los brotes presentaron menor nimero de
hojas, también formaron brotes malformados, principalmente
brotes con una sola hoja elongada que, posteriormente, se de-
sarrollaron normalmente; también se formaron, en menor can-
tidad, brotes malformados de aspecto engrosado sin formacién
de nuevas hojas; casi todos los brotes de este tipo se necrosaron
a causa de hiperhidricidad. Estas malformaciones se presentaron
en todos los tratamientos de los ensayos II, Il y IV.

En cuanto al efecto de la adicién o no de carbdn activado en
los medios de expresién, no hubo diferencias estadisticamente
significativas con relacién al nimero de brotes desarrollados por
explante (p= 0.49) ni al nimero de hojas por brote (p= 0.07),
registrindose 0.7 brotes y 2.0 hojas en presencia de carbén acti-
vado y 0.8 brotes y 1.6 hojas sin carbén activado. Sin embargo,
respecto a longitud de brotes se encontré diferencias significativas
(p=0.00), siendo mayor en presencia de carbén activado, con
promedio de 0.5 cm frente a 0.4 cm en su ausencia.

Ensayo II. Efecto de altas concentraciones de citoquininas
durante periodos variables. Comparando el efecto de las dife-
rentes citoquininas y los diferentes periodos de estimulacion, se
registraron diferencias significativas entre tratamientos (p= 0.00),
estableciéndose una relacién directamente proporcional entre el
tiempo de estimulacién y el ndmero promedio de yemas, determi-
ndndose que a menor tiempo de estimulacién, menor promedio
de yemas, y viceversa, tanto en presencia de KIN como de TDZ.

Los tratamientos que produjeron la mayor cantidad promedio
de yemas, 16.7 y 14.2 fueron los realizados con 2.0 mgL™"' de
TDZy 5.0 mgL"' de KIN, respectivamente, durante un perio-
do de 45 dias; mientras que los tratamientos que mostraron el
mayor desarrollo de brotes por explante, 5.0 y 2.9, fueron los
realizados con 2.0 mgL' de TDZ, durante periodos de 45 y 30
dias, respectivamente. Ademds, el tratamiento con 5.0 mgL™! de
BA indujo respuesta solo cuando los explantes se estimularon
durante 15 dias, pero se produjo un niimero bajo tanto de yemas
como de brotes (Tabla 2; Fig. 2).

El andlisis de datos de longitud y ndmero de hojas por brote
mostraron diferencias significativas (p= 0.00, p= 0.00), obser-
véndose la mayor longitud promedio 0.4 cm por brote cuando
los explantes se trataron con KIN y TDZ durante 45 dias; en

Figura 2. Yemas formadas y brotes desarrollados en presencia
de 5,0 mg L' de KIN durante: a. 15 dias, b. 30 dias, c. 45
dias, y de 2,0 mg L' de TDZ durante: d. 15 dias, e. 30 dias, f.
45 dias. Obsérvese que a medida que aumenté el tiempo de
estimulacion se formé mayor ndmero de yemas y se desarrollé
mayor cantidad de brotes. *bel, brote elongado; ben, brote
engrosado; bh; brote hiperhidratado; y, yema. Cada division
de la escala=1mm.

Tabla 2. Efecto de altas concentraciones de citoquininas durante periodos variables sobre estimulacion de yemas, desarrollo
y longitud de brotes y nimero de hojas por brote. Valores con letras distintas en una misma columna indica diferencias

significativas segun la prueba DHS de Tukey (p<0.05).

Promedio de

Promedio de

Clomin g oo Pomsdofime  RHSE  romtinde e

15 06d 03 dc * .

BA 5.0 30 0.0d 0.0d * *
45 0.0d 0.0d * *
15 46¢ 0.2 de * *

KIN 5.0 30 84b 0.3 dc . *
45 142a 2.0 be 04a 12¢
15 49c 1.0dc 02b 24a

TDZ 2.0 30 93b 29d 03b 1.3 be
45 167 a 50a 04a 17b

*El analisis de datos de longitud y nimero de hojas por brote, solo se realizé para los tratamientos que produjeron una cantidad de brotes > a 0.5.
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Figura 3. Yemas formadas y brotes desarrollados en presen-
cia de 4 mg L' de TDZ durante: a. 7 dias, b. 14 dias, c. 21
dias, y de 7,0 mg L' de TDZ durante: d. 7 dias, e. 14 dias, f.
21 dias. Obsérvese la escasa proliferacion inducida durante
21 dias en presencia de TDZ. *bel, brote elongado; bh; brote
hiperhidratado; y, yema; yn, necrosada. Cada division de la
escala=1mm.

contraste, el tratamiento en el que se desarroll6 el mayor nimero
de hojas por brote (2.4) se realiz6 con 2.0 mgL! de TDZ, durante
el periodo mds corto (15 dias) (Tabla 2).

Aunque los mejores tratamientos para formacién de yemas y
desarrollo de brotes fueron los de 45 dias de estimulacién, al fina-
lizar dicho periodo algunos brotes presentaron hiperhidricidad,
con posterior necrosis de tejidos (Fig. 2¢; 2f). En este ensayo, al
igual que en el ensayo IIT y IV, también se evidenciaron brotes
malformados, en mayor cantidad de tipo elongado y menor
cantidad de tipo engrosado.

Ensayo III. Efecto de concentraciones elevadas de TDZ
durante periodos cortos. Los andlisis de varianza para las varia-
bles nimero de yemas y nimero de brotes por explante, estable-
cieron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos
realizados (p= 0.00, p= 0.00) siendo los mejores aquellos en los
que los explantes se estimularon durante 14 dias.

Al finalizar la etapa de expresidn, el tratamiento que produjo
un mayor promedio de yemas por explante, 15.8, fue el realizado
con 7.0 mgL! de TDZ, seguido por el de 4.0 mgL"! de TDZ con
un promedio de 11.9 yemas por explante; un mayor ndmero de
brotes por explante, 2.2, se cuantificé en presencia de 4.0 mgL™!
de TDZ, seguido por 7.0 mgL! de TDZ durante periodos de
estimulacién de 7y 14 dias con 1.5 y 1.3 brotes respectivamente.
Por otro lado, en los tratamientos de estimulacién durante 21
dias en presencia de 4.0 y 7.0 mgL! de TDZ y 7 dias con 4.0
mgL!, se cuantificé la menor cantidad de brotes por explante

(Tabla 3; Fig. 3).

Teniendo en cuenta los periodos de estimulacién se observéd
que la longitud de los brotes registrada en presencia de cada una
de las dos concentraciones de TDZ fue muy similar, por tanto,
no se reportaron diferencias estadisticamente significativas entre
estos tratamientos (p= 0.06); sin embargo, se registré mayor
longitud promedio, 0.7 cm, en el medio con 4.0 mgL! de TDZ
y un periodo de estimulacién de 14 dias. Los brotes presentaron
mayor nimero de hojas en los medios con menor concentracién
de TDZ y/o en los tratamientos con periodos de induccién mds

cortos, 1.7 a 1.3 hojas por brote (p= 0.03) (Tabla 3).

Ensayo IV. Efecto de la escisién longitudinal de explantes.
El tipo de escision afecté tanto el nimero de yemas y brotes
como la longitud de los mismos, presentindose diferencias
significativas entre los tratamientos (p= 0.00, p= 0.00, p= 0.00).
La estimulacién y formacién de yemas fue superior en aquellos
explantes con escisién parcial, formando en promedio por
explante, 40 yemas y 4.0 brotes que alcanzaron una longitud
de 0.7 cm y presentaron 1.4 hojas, de apariencia engrosada;
mientras que en explantes intactos y en aquellos en los que la
escision fue total se registré en promedio, 19.2 y 14.8 yemas,
2.3y 0.7 brotes que alcanzaron una longitud de 0.4 cm y 1.6
hojas, respectivamente. No obstante, en los tres tratamientos
hubo necrosis, 47, 43 y 7% en explantes con escisién total,
parcial y sin escindir, respectivamente (Fig. 4).

Aunque la mayoria de brotes obtenidos alcanzaron una
longitud menor a 1 cm con pocas hojas desarrolladas, cuando
permanecieron en MS sin reguladores de crecimiento durante
90 dias, se pudo evidenciar un crecimiento y desarrollo normal,
especialmente de aquellos brotes que inicialmente presentaban
malformaciones relacionadas con elongacién de la hoja, lo cual
permitié individualizarlos ficilmente (Fig. 5); ademds, durante
dicho periodo numerosas yemas se desarrollaron produciendo
nuevos brotes.

Tabla 3. Efecto de altas concentraciones de TDZ durante periodos cortos de estimulacion de yemas, desarrollo de brotes,
longitud y numero de hojas por brote. Promedios con letras distintas en una misma columna indica diferencias significativas

segun la prueba DHS de Tukey (p<0.05).

Promedio de

Promedio de Promedio de hojas

Clt((t’;lguirll)l na Dias de induccién y:;xl;:il: Iﬁgr Pro;r(l)i(ili)P(liaenl::(s)tes 1](;;10%1:;3 n{’)‘f por brote (cm)
7 9.0b 1.0 be 0.5a 1.7a
TDZ 4.0 14 11.9 ab 22a 0.7a 1.3 ab
21 11.1b 0.7 be * *
7 104 b 1.3 abc 0.5a 1.4 ab
TDZ 7.0 14 158a 1.5 ab 05a 12b
21 10.2b 04c * *

*El andlisis de los datos de longitud y niumero de hojas por brote, solo se realizé para los tratamientos que produjeron una cantidad de brotes = a 1.0.

272

Rev. peru. biol. 25(3): 272 - 280 (Agosto 2018)



MICROPROPAGACION Y DETERMINACION DEL NUMERO CROMOSOMICO DE PUYA TRIANAE

Figura 4. Yemas formadas y brotes desarrollados en explantes intac-
tos y escindidos longitudinalmente, cultivados en presencia de 2,0 mg
L' de TDZ a. Explante intacto. b. Explante escindido parcialmente.
c. Explante escindido totalmente (se muestran las dos partes del ex-
plante: izquierda, parte necrosada; derecha, parte viable y reactiva).
*br, brotes; my, multiples yemas; yn, yemas necrosadas; ben, brote
engrosado. Cada division de la escala=1mm.

Figura 5. Brotes elongados en MS. a. Macollas de brotes
desarrollados 90 dias después de la fase de proliferacion,
b. Brotes individualizados. *Cada division de la escala=1mm.
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Enraizamiento de brotes: Después de 30 dias de cultivo
en los medios para enraizamiento, los brotes mostraron efectos
diferentes sobre las variables promedio y longitud de raices (p=
0.00, p= 0.00), mientras que no se establecieron diferencias
significativas para la variable porcentaje de brotes enraizados
(p= 0.08). Los tratamientos que mostraron los promedios de
enraizamiento mds altos fueron los realizados con AIB (80, 79
y 78%), con un promedio de raices de 3.8 — 6.2, de 0.7 cm
de longitud y de morfologia delgada. En presencia de ANA, el
porcentaje de enraizamiento fue mds bajo, principalmente en
las concentraciones mds altas, sin embargo se cuantificé un alto
promedio de raices (4.9 - 6.5), de apariencia gruesa y de longitud
semejante a la registrada en presencia de AIB (0.5 - 0.8 cm). Por
otro lado, las respuestas observadas en el medio sin reguladores
de crecimiento (MS/2) para las tres variables evaluadas son, de
manera general, semejantes a las cuantificadas en los medios con
las mejores respuestas (Tabla 4; Fig. 6).

Endurecimiento: Después de 15 dias de iniciada la aclimati-
zaci6n en los sustratos tierra:capote y tierra:turba, en proporcién

(2:1), en condiciones de cuarto de incubacién (Fig. 7a; 7b), se
registré 100% de pldntulas viables, mientras que después de 40
dias en condiciones de invernadero (Fig. 7¢; 7d), se cuantificé,
un 73y 90% de viabilidad, y un crecimiento de 0.9 cm (longitud
promedio al inicio del ensayo de 2.2 cm y después de 40 dias
3.1 cm) y 1.4 cm (longitud promedio al inicio del ensayo de
2.2 cm y después de 40 dias 3.6 cm) en el sustrato compuesto
por tierra:capote y tierra:turba, respectivamente. Finalmente,
después de 120 dias de endurecimiento, las pldntulas alcanzaron,
en promedio, 7.1 cm de longitud, presentaron numerosas hojas

y espinas bien definidas (Fig. 7e; 7f).
Conteo cromosémico.-

Las raices utilizadas para la observacién de las diferentes etapas
mitéticas en células meristemdticas, se caracterizaron por presentar
tejidos con cierto grado de consistencia y una zona meristemdtica
muy reducida en la cual se observaron muy pocas células en divisién.

Las caracteristicas generales de las fases mitdticas observadas
concuerdan con las reportadas para la mayoria de las especies

Figura 6. Brotes de P. trianae enraizados en MS/2: a. Sin auxina. b. con AIB 0,5 mg L. c. con AIB 1,0 mg
L'. d.conAIB2,0mgL" e.conANAO,5mgL". f.conANA 1,0 mgL". g.con ANA 2,0 mg L. *Cada divisiéon
de la escala=1mm

Tabla 4. Enraizamiento de brotes de P. frianae en presencia de AIB y ANA.

Tratamiento (mgL™) Brotes enraizados (%)

Promedio de longitud de la raiz/

Promedio de raices/brote

brote (cm)
MS/2 70 a 15a 23¢
MS/2 + AIB 0.5 79 a 0.8b 3.8 bc
MS/2 + AIB1.0 80 a 0.7b 5.0 ab
MS/2 + AIB 2.0 78 a 0.7b 6.2 ab
MS/2 + ANA 0.5 74 a 05b 49a
MS/2+ ANA 1.0 50 a 0.8b 63 a
MS/2 + ANA 2.0 45 a 05b 65a

Promedios con letras distintas en la misma columna indican diferencia significativa segun la prueba DHS de Tukey (p=0.05).
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Figura 7. Aclimatizaciéon de plantulas de P. trianae. a y b.
Plantulas en cuarto de incubacién. c. Plantulas en inverna-
dero. d. Plantulas en sustrato tierra/turba (2:1) después de
45 dias de endurecimiento. e y f. Plantula de 4 meses. *Cada

division de la escala=5 mm.

o, {
- F &%

vegetales; en la interfase se observé un nucleo celular bien
definido que tific homogéneamente (Fig. 8a). En la profase se
observé células sin membrana nuclear, los cromosomas se hicie-
ron visibles en forma de filamentos cortos (Fig. 8b) que luego
formaron estructuras mds gruesas y compactas (Fig. 8c). Los
cromosomas se desplazaron al plano ecuatorial en prometafase
(Fig. 8d), y luego se observé el alineamiento de cromosomas o
metafase (Fig. 8e; 8f). En anafase se observé la migracién de
cromosomas a los polos (Fig. 8g; 8h) y un nuevo agrupamiento
en cada uno (Fig. 8i). En telofase se perdié la individualidad de
los cromosomas y ocurrié la divisién del citoplasma mediante
el proceso de tabicacién (Fig. 8j; 8k; 8l).

Determinacién del nimero cromosémico: El procedimien-
to seguido para el conteo de cromosomas en células de P trianae
fue adecuado y facilitd la dispersién y la visualizacién de dichos
cromosomas; no obstante, debido al tamafio pequenio de los
cromosomas, no fue posible realizar, de manera consistente, las
mediciones correspondientes. Sin embargo, se pudo establecer
que las células de P trianae se caracterizan por tener 50 cromo-
somas que forman estructuras de apariencia esferoidal (debida
a su corta longitud); el mayor tamano registrado en mediciones
preliminares fue de 1.2 um (Fig. 9).

Discusion

La desinfeccién de semillas fue 100% efectiva y concuerda con
los resultados reportados por Alves (2000) y Soares (2009), quienes
mencionan que en plantas de la familia Bromeliaceae, comun-
mente, se han utilizado soluciones de NaClO de 1 a 20% para
procesos de asepsia superficial de explantes. As{ mismo, se registran
resultados exitosos de establecimiento in vitro de Acanthostachys
strobilacea (Schultes f.) Klotzsch (Soares 2009) y Melissa officinalis
L. (Soares et al. 2008) en medios con sales reducidasa 1/2, 1/4 y

d. Promefafase

e
s bl

k. Telofase Temprana
? S

o

Figura 8. Fases mitoticas observadas en células de meristemos radicales de Puya trianae.

*Vista 100X.
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Figura 9. Células de tejido meristematico radical de Puya
trianae, con cromosomas metafasicos. *Vista 100X.

1/5, en los cuales la cantidad reducida de nutrientes en el medio
promueve mayor desarrollo de pldntulas. Segtin Benzing & Ren-
frow (1974), las especies de la familia Bromeliaceae tienen una
alta afinidad por los minerales en soluciones muy diluidas, ya que
se absorben rdpidamente cuando estdn disponibles en el medio
ambiente, tal como se observa en P frianae, en la cual es evidente
un adecuado desarrollo en presencia de bajas concentraciones de
nutrientes, que es caracteristica de su hdbitat natural donde la
disponibilidad en el suelo es baja (Llambi et al. 2012).

En cuanto a proliferacién de brotes, los resultados mostra-
ron que la presencia de reguladores de crecimiento es necesaria
para la estimulacién y formacién de yemas y para desarrollo de
brotes en P, trianae; ademds, el tipo de regulador, el periodo de
estimulacidn y el balance auxina/citoquinina fueron adecuados,
evidencidndose que una mayor concentracién de citoquinina,
respecto a la auxina, favorecié la divisién celular permitiendo
una rdpida sintesis de proteinas o enzimas estructurales impor-
tantes para la mitosis, generando respuestas relacionadas con
crecimiento y desarrollo e inhibiendo el proceso de formacién
de raices, tal como ha sido citado por algunos autores, entre ellos
Gongalves (2010), y en otras especies.

La estimulacién de explantes con ANA y BA (solas o combi-
nadas) ejercieron un efecto positivo sobre las variables estudiadas;
no obstante, su actividad en cuanto a formacién de yemas y
desarrollo de brotes fue limitada, en contraste con la observada
en presencia de KIN y TDZ ya que la exposicién prolongada
a estos reguladores produjo los mejores resultados (en mayor
medida, en presencia de 2.0 mgL"! de TDZ).

En la familia Bromeliaceae es poco conocido el papel del
TDZ sobre la regeneracién de tejidos; en cambio, se conoce
que numerosas especies reaccionan a combinaciones auxina/
citoquinina en especial BA, ANA o AIB, tal como se ha indicado

en reportes sobre propagacion in vitro de Puya chilensis (Lépez
et al. 2001 citado por Cabello & Suazo 2007), Puya tuberosa
Mez. (Morales ez al. 2004 citado por Cabello & Suazo 2007),
Hobhenbergia penduliflora (A.Rich.) Mez (Pérez etal. 2013) y Puya
berteroniana (Viehmannova et al. 2016), en las cuales la adicién
de BA y ANA en los medios de cultivo ha sido asociada con
eventos morfogenéticos que generan altas tasas de proliferacion.

En un estudio realizado por Guo et al. (2011) sobre el efec-
to del TDZ como regulador de crecimiento vegetal, recopila
informacién acerca de la regeneracion de tejidos en cultivo in
vitro tratados con TDZ en diferentes familias de plantas, pero
no registra estudios para la familia Bromeliaceae. Sin embargo,
el TDZ hassido utilizado para cultivo de tejidos vegetales debido
a que induce respuestas similares a las producidas por las cito-
quininas naturales, auxinas enddgenas, etileno y ABA; ademds,
estimula la generacién de iones minerales y otros metabolitos
que producen en el explante una condicién de estrés que con-
duce a los tejidos a reformar sus vias metabdlicas, resultando
en el almacenamiento y sintesis de diferentes metabolitos que
favorecen los procesos de regeneracién. En tanto, segin algunos
autores, la adicién de esta citoquinina, en comparacién con otras
normalmente utilizadas, en muchas especies genera respuestas
debido a su potencial morfo-regulador durante el desarrollo de
sistemas morfogenéticos viables (Guo et al. 2011), tal como
sucedid en los explantes de P trianae.

En el presente trabajo, los brotes obtenidos alcanzaron mayor
longitud cuando los explantes primarios se estimularon durante
periodos largos. Aunque dichos brotes formados se transfirieron
durante 45 dias a un medio libre de reguladores, es evidente que
en esta especie los brotes necesitan un periodo de expresién mds
prolongado, puesto que numerosas yemas formadas no alcan-
zaron a desarrollar brotes al cabo de los 45 dfas, y que después
de tres meses de mantener yemas y brotes proliferados en MS
alcanzaron un buen desarrollo. Este resultado puede ser debido,
en parte, al efecto residual que tiene el TDZ, principalmente por
su composicién basada en urea, no degradable en el tejido vegetal
por la enzima citoquinina oxidasa, por lo que la proliferacién
de yemas y brotes continua en el medio libre de reguladores
de crecimiento (Guo et al. 2011), contrario a lo planteado por
Huetteman y Preece (1993), Castafieda (2008) y George et
al. (2008) quienes sugieren que el uso de TDZ puede inhibir
la elongacién de los brotes, ademds de causar anormalidades
morfoldgicas, hiperhidricidad y fasciacién, como se observé en
el ensayo I1I.

En el tercer ensayo se observd la tolerancia que tiene P trianae
aaltas concentraciones de reguladores de crecimiento, principal-
mente de TDZ. Si bien se presentd una alta proporcién de brotes
malformados, al igual que en los ensayos I y II, en ninguno de
los tratamientos se evidencié formacién de callo, u oxidacién de
explantes. Los resultados mostraron que altas concentraciones y
periodos relativamente largos de estimulacién provocaron menor
formacién de yemas y desarrollo de brotes, debido, quizd, a que
se sobre-pasé el rango méximo de tolerancia de las células. Este
resultado es similar al observado en Laelia anceps Lindl., en la
que altas concentraciones de TDZ inhibieron la formacién de
yemas y desarrollo de brotes (Castafieda 2008).

En consecuencia, es evidente la necesidad de ajustar adecua-
damente el periodo de estimulacién de los explantes segin el
tipo de regulador de crecimiento, siendo este un factor impor-
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tante, que hace posible la expresién de una mayor capacidad
organogénica. No obstante, se debe considerar que la capacidad
de regeneracién depende principalmente del genotipo y de los
niveles endégenos de reguladores de crecimiento encontrados
en cada especie y de manera especifica en los explantes utilizados
para cultivo in vitro (Silveira et al. 2009).

De manera general, se conoce el efecto de los componentes
del medio de cultivo sobre la multiplicacién de brotes y, en
particular, de las hormonas de crecimiento, las cuales han sido
ampliamente estudiadas en numerosas especies vegetales; sin
embargo, segin Perez et al. (2010), el efecto positivo de los
componentes también puede estar influenciado por la mani-
pulacién o seccionamiento de los tejidos, principalmente por
cortes realizados a los explantes antes de cultivarlos. En Musa
spp la multiplicacion in vitro se efecttia escindiendo los explantes
en dos mitades, con el fin de obtener tejido meristemdtico en
cada parte (Pocasangre 1994 citado en Perez et al. 2010) y, en
Ananas comosus (Suarez 2011), el sistema de corte ha resultado
beneficioso para el aumento en la proliferacién y produccién de
un mayor ntimero de hojas; al respecto, Zamora y Judrez (2008),
indican que existe otra ventaja al realizar cortes en los explantes,
tal como un aumento de la cantidad de plantas obtenidas con
morfologfa semejante.

Los resultados obtenidos en el ensayo IV indican que los
efectos de la escisién de explantes son positivos para la formacién
de maltiples yemas, principalmente en el tratamiento en el que
los explantes se escindieron parcialmente. Sin embargo, la esci-
sién provocé la oxidacién de explantes, lo cual, segtin Azofeifa
(2009), es un proceso normal en cultivo de tejidos, ya que puede
generarse cando se producen heridas o por la composicién del
medio de cultivo. Al lesionarse los tejidos se produce la sintesis
o liberacién de enzimas oxidasas, como polifenol-oxidasas,
fenolasas y tirosinasas, los sustratos para estas enzimas pueden
variar dependiendo del tejido, pero comtnmente son la tirosina
o fenoles; este estrés provocado por heridas hace que las enzimas
entren en contacto con el sustrato y, por lo general, termine
desencadenando la muerte del explante.

Si bien, en el ensayo IV se formaron y desarrollaron yemas
y brotes, la longitud de los mismos fue corta, aumentando pos-
teriormente cuando se cultivaron en medio MS sin reguladores
de crecimiento; esta observacién también ha sido reportada
para Dyckia maritima Baker (Lopes da Silva et al. 2004) y D.
distachya (Pompelli & Guerra 2005), en las cuales, tras el cultivo
de explantes en medio MS y Knudson los brotes mostraron un
crecimiento espontdneo.

En bromelias las respuestas morfogenéticas in vitro de di-
ferentes tipos de explantes, generalmente estdn asociadas con
organogénesis directa conducente a la produccién de brotes
(Carneiro et al. 1999). Al parecer, los brotes formados en todos
los ensayos realizados en este trabajo fueron de origen adventicio
directo (no hubo formacién de callo), conforme a lo citado por
Viehmannova et al. (2016) para P berteroniana, en la cual, la
formacién de brotes adventicios inici6 en la parte basal de los
explantes en todos los tratamientos ensayados; a partir de en-
tonces, los brotes se desarrollaron asincrénicamente a través del
experimento, dando como resultado la formacién de un grupo
compuesto por rosetas de diversos tamanos. No obstante, en P
trianae, en algunos tratamientos también se observé el desarrollo
de brotes axilares; sin embargo, precisar con exactitud el origen

de las yemas requiere, al menos observaciones histolégicas. Se-
gtin George et al. (2008) la ventaja de que se produzcan brotes
adventicios se debe a que la tasa de multiplicacién es mayor
que la de brotes axilares, tal como se registré en los ensayos de
proliferacién realizados en este trabajo.

Los resultados obtenidos en la etapa de enraizamiento mos-
traron que el medio MS/2, solo y/o en presencia de auxinas,
promovid la formacién de raices de aspecto delgado (excepto
las desarrolladas en presencia de ANA); segin Grattapaglia
y Machado (1998), se ha propuesto que los medios diluidos
pueden mejorar el enraizamiento, y que la adicién de auxinas
con altas concentraciones de sales, suelen presentar un efecto
inhibitorio del enraizamiento, afectando especialmente la elon-
gacion de raices.

En muchas especies propagadas iz vitro se conoce ampliamen-
te que el empleo de auxinas es indispensable para la formacién
de raices antes de la aclimatizacién de las pldntulas, siendo el
AIB y el ANA las auxinas mds empleadas, debido a su papel en la
induccién y formacién de tejido meristemdtico, promoviendo el
desarrollo de primordios radicales (Hartmann & Kester 1998).

Rodrigues et al. (2013) obtuvieron para Neoregelia concén-
trica (Vellozo) L.B. Smith una mayor tasa de enraizamiento en
presencia de ANA después de 30 dias de cultivo, independien-
temente de la concentracién; pero después de 60 dias, la tasa
de enraizamiento con ANA y con AIB no presenté diferencias
significativas, reportdndose valores muy similares para las dos
auxinas; sin embargo, el mayor ndmero de raices se registré en
presencia de concentraciones superiores o iguales a 2.0 uM de
ANA (Rodrigues et al. 2013), concentraciones también reco-
mendadas por Pérez et al. (2013) para Hohengergia penduliflora
(A.Rich.) Mez. Los resultados de niimero y longitud de raices
registrados para P trianae concuerdan con los obtenidos en P
berteroniana (Viehmannova et al. 2016) evidencidndose que los
brotes tratados con ANA formaron mayor niimero de raices, de
menor longitud, que los tratados con AIB.

En Vriesea scalaris (Lopes da Silva et al. 2009) y en Dyckia
agudensis Irgang & Sobral (Lopes da Silva et al. 2007), asi como
en otras bromelias, el medio MS sin reguladores de crecimiento
ha promovido enraizamiento con valores promedio iguales o
superiores al 48%; de forma semejante, para P trianae se registrd
70% de brotes enraizados. Rodrigues et al. (2013), han atribuido
los resultados de enraizamiento al gran potencial rizogénico de
algunas bromelias; es decir, que la concentracién de auxina endé-
gena de dichas especies, principalmente de dcido 3-indolacético
(AIA), es suficiente para producir raices (Rodrigues et al. 2013).

Considerando lo anterior y debido, tanto a la facilidad de
enraizamiento como a la apariencia de las raices que se desa-
rrollan, se selecciond al MS/2, como el mds adecuado para el
enraizamiento iz vitro de P trianae; ademds, su utilizacién podria
disminuir los costos del cultivo durante esta fase.

En cuanto a la fase de endurecimiento, la eliminacién gradual
del pléstico extensible con el que se cubrieron los recipientes al
comienzo del proceso, favoreci6 el establecimiento de las pldn-
tulas de P trianae en condiciones de invernadero, garantizando
no solo su desarrollo sino la funcionalidad de sus raices; el efecto
de la cubierta estd relacionado con el control de la transpiracidn,
evitando la muerte de pldntulas por deshidratacién (Mrogins-
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ki et al. 2010); esta observacién es apoyada por Olmos et al.
(2010), quienes han indicado que la aclimatizacién gradual, en
un ambiente adecuado de humedad relativa y temperatura, es
una fase fundamental que permite recuperar las caracteristicas
morfolégicas y fisioldgicas normales de las plantas.

Las pléntulas de P, trianae mostraron un desarrollaron vigoro-
so en el sustrato compuesto por tierra:turba en proporcién 2:1,
contrario a lo observado en el sustrato tierra:capote. Segtin Smith
y Downs (1974) los tipos de sustrato utilizados para bromelias
generalmente corresponden a mezclas de musgo, turba, grava,
fibra de coco o vermiculita, entre otros (Castillo 2014).

De otro lado, con el fin de tener un acercamiento a aspectos
citogenéticos de la especie en estudio, debe tenerse en cuenta
que, a la fecha, no se encontraron trabajos sobre recuento cro-
mosdémico en P frianae, por tanto, el presente estudio reporta
las primeras observaciones citogenéticas basicas de P trianae.
El niimero cromosémico de 50 es consistente con el niimero
basico x= 25, determinado para la familia Bromeliaceae, en la
cual la mayoria de géneros tienden a 2n= 50 (Brown & Gilmartin
1989, Brown et al. 1997, Cotias et al. 2000, Gitai et al. 2005).

Marchant (1967), luego de estudiar varias especies de Bro-
meliaceae sugirié la homogeneidad citogenética dentro de la
familia, en la que la mayoria de las especies mostraron un nimero
bdsico de cromosomas x= 25; no obstante, algunas excepciones
han sido encontradas en la subfamilia Bromelioideae, en el
género Cryptanthus cuyos miembros presentan 2n= 34, y Aech-
mea tillandsioides Baker con 2n= 42 y otras subfamilias como
Pitcairnioideae, en el género Dyckya 2n=100.

De la misma manera, Brown y Gilmartin (1989), Brown
etal. (1997), Cotias et al. (2000) estudiaron especies de las tres
subfamilias, encontrando para la mayoria el predominio de n=
25; también reportan algunas excepciones, como por ejemplo
la especie triploide Ananas ananassoides (Baker) L.B.Sm. (2n=
25), el tetraploide Tillandsia butzii Mez. (2n= 100), el hexa-
ploide Fosterella villosuta (2n= 150), Bromelia laciniosa Mart.
ex Schult.f. (2n= 150), Cryptanthus bahianus L.B. Smith (2n=
34+1-4B), Hoenbergia aft. ulticulosa (2n=50+2B), Neoglaziovia
variegata Mez. (2n= 100), Ortophytum burle-maxii L.B.Sm. &
Read (2n= 100) y Ortophytum maracaense (2n=150).

Dentro de la subfamilia Pitcairnioideae, a la cual pertenece
el género Puya, se ha mencionado la mayor homogeneidad
de ntimeros cromosémicos (Brown & Gilmartin 1989, Gitai
et al. 2005), aunque se reporta como la subfamilia con el me-
nor nimero de especies estudiadas en aspectos citogenéticos;
segun Gitai et al. (2005), solamente 48 especies de 9 géneros
se habfan estudiado, y en la actualidad solo se encontré un re-
gistro adicional, P berteroniana (Viehmannova et al. 2016). En
el género Puya dicha homogeneidad se ve representada en las
especies que han sido estudiadas como P eringyoides Andre, P
flocossa (Linden) E. Morren, P lilloi Castell, P spathacea (Griseb.)
Mez, encontrdndose el nimero cromosémico bésico propuesto
(Brown & Gilmartin 1989, Gitai et al. 2005), y en las especies
P cardaenasii L.B. Smith, P raymondii Harms, P spathacea Mez.
un nimero cromosémico 2n= 50, solamente variando la especie

P, chilensis Molina con 2n= 48 (Gitaf et al. 2005).

Zanella etal. (2012) seniala que los cromosomas en bromelias
son extremadamente pequefios, que van aproximadamente de
0.21a 2.72 pm. En las especies de la subfamilia Pitcairnioideae

se han observado cromosomas pequefios y de tamafo uniforme,
con una variacién entre 0.53 a 1.07 um, contrario a un mayor
tamafo observado en la subfamilia Tillandsioideae, y una
diversidad de tamafos en Bromelioideae (Gitai et al. 2005).
En este mismo trabajo en la especie Puya coerulea Lindley con
2n=50, se encontraron cromosomas de tamafio de 0.75 a 1.50
pm, caracterizdndose por ser esferoides a puntiformes, siendo
los cromosomas de tamafio mds o menos homogéneo, similares
a los cromosomas observados de P #rianae.

Debe tenerse en cuenta que debido al gran niimero y pequefio
tamafo de los cromosomas de P trianae, ficilmente se puede
incurrir en errores de conteo. En general, para la mayoria de las
especies de la familia Bromeliaceae, el andlisis morfolégico de
los cromosomas se ha dificultado, debido a la poca capacidad
de tincidn, el contenido citoplasmdtico muy coloreable, el alto
ndmero y el pequenio tamano de los cromosomas (Gitaf et al.
2005, Nunes et al. 2013, Zanella et al. 2012), siendo esta tltima
caracteristica un obstdculo para una confiable caracterizacién
citogenética en la mayoria de plantas (Nunes et al. 2013).

Finalmente, de acuerdo con el conteo cromosémico realizado
y los datos de la literatura cientifica revisada, se indica que los
regenerantes obtenidos puede ser diploides estables, lo cual
confirmaria la eficacia del sistema de micropropagacién optimi-
zado en el presente estudio, satisfaciendo la sugerencia realizada
por Viehmannova et al. (2016), quienes han indicado que es
recomendable completar cada protocolo de micropropagacién
con un sistema confiable de evaluacién de plantas cultivadas in
vitro para determinar el éxito del mismo.

Conclusion

El presente estudio constituye la primera investigacién sobre
micropropagacién y citogenética bédsica de P #rianae, planta
silvestre que debe ser conservada y que tiene potencial para
uso ornamental. Los aportes realizados con el fin de producir
masivamente materiales vegetales con caracteristicas genéticas
estables son consistentes y efectivos, y, ademds, constituyen un
avance para la aplicacién de estas herramientas biotecnolédgicas
en especies afines, con poblaciones pequefas y en peligro de
extincién, con el objetivo de conservar el germoplasma vegetal.
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