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Resumen

El cultivo de tejidos ofrece un medio rápido y confiable para la propagación in vitro de

Bambusa vulgaris var. vulgaris Schrad. ex Wendl mediante la regeneración de plantas vía

organogénesis. Este trabajo se realizó con el objetivo de establecer, multiplicar y enraizar

plantas in vitro de B. vulgaris a partir de yemas axilares. Para esto se cuantificó el número

de brotes por explante, se midió la altura de los brotes (cm) desde la base hasta el punto

de inserción de la primera hoja, el número de hojas expandidas por cada explante y el

número de explantes libres de contaminantes microbianos visibles. Como resultado se

determinó que la época del año influyó en el  en el establecimiento in vitro de B.vulgaris. El

mayor número de yemas brotadas por explantes (99%) y de explantes libres de

contaminantes microbianos visibles (98%), se logró en los meses de enero-octubre. Se

determinó que el 6-BAP influyó en el establecimiento in vitro de B. vulgaris. El mayor

número de brotes por explantes (2,81) se alcanzó al emplear una concentración de 6-BAP

de 3,0 mg.L-1. Se comprobó que el medio de cultivo en estado líquido influyó en la

multiplicación in vitro de B. vulgaris. El mayor valor de coeficiente de multiplicación de 3,0,

se obtuvo en el quinto subcultivo de multiplicación.  Se comprobó además, que el medio

de cultivo en estado líquido influyó en el enraizamiento in vitro de B. vulgaris. Se demostró

que el TDZ influyó en el enraizamiento in vitro de B. vulgaris. Los mayores porcentajes de

raíces emitidas (88,2%) se alcanzaron al emplear una  concentración de 0,6 mg.L-1  de

TDZ  en el medio de cultivo líquido de enraizamiento. Estos resultados constituyen una

alternativa para la regeneración de plantas vía organogénesis a través del empleo del

medio de cultivo líquido de Bambusa vulgaris var. vulgaris Schrad ex Wendl y  para la

propagación de grandes volúmenes de plantas para el escalado comercial de esta

especie.
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Introducción

1. INTRODUCCIÓN

En los últimos años ha resurgido un gran interés en el empleo del bambú como fuente de

materias primas para la industria, motivado por restricciones de carácter ecológico y la

escasez de recursos forestales. Igualmente, por la posibilidad de emplear los bosques de

bambú como un modulador del medio ambiente por su capacidad de crecimiento y por su

adaptación a climas tropicales, subtropicales y templados, además de que favorece la

conservación del agua, el suelo y la biodiversidad (Bystriakova et al., 2004).

El bambú por las altas tasas de crecimiento es capaz de alcanzar elevados volúmenes de

biomasa, hasta dos veces más que los árboles de rápido crecimiento. Este recurso

representa una oportunidad para integrar iniciativas de desarrollo sostenible, ya que por su

fortaleza, elasticidad y dureza, puede ser empleado en la fabricación de artesanías, muebles

y viviendas, lo cual sería un recurso complementario como medio de vida de los pequeños

productores rurales (INBAR, 1999; Morales, 2002). El desarrollo de nuevas utilidades para el

bambú es recomendable por ser un recurso renovable y sostenible (Mejia et al.,  2009).

En Cuba, no se cuenta con recursos forestales suficientes y la disponibilidad de plantaciones

de bambú es pequeña y dispersa, por lo que imposibilita una explotación económica para la

industria (Mejia et al.,  2009).

Bambusa vulgaris var. vulgaris Schard. ex Wendl. es la especie más adaptada a los

ecosistemas cubanos y se ha naturalizado a todo lo ancho y largo del país. Es fácil de

cultivar, utilizar, transportar, cortar y moldear, tiene un rápido crecimiento y alcanza la

madurez en un período de tiempo relativamente corto. Es una especie multipropósito de

rápido crecimiento y proporciona beneficios a los cultivos agrícolas y ha sido empleada en

plantaciones y sistemas agroforestales (Christanty et al., 1997).

La regeneración natural de B. vulgaris se ve afectada por la duración del ciclo de floración y

la viabilidad de las semillas. La propagación vegetativa a través de la división de rizomas se

dificulta debido a los bajos porcentajes de enraizamiento y la poca disponibilidad de
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propágulos (Reddy y Yekanthappa, 1989). Estos elementos constituyen limitantes para la

propagación masiva de bambúes (Koshy y Gopakumar, 2005).

Desarrollar la propagación vía organogénesis sería una alternativa para propagar esta

especie. Sin embargo, aunque el cultivo de tejidos ofrece un medio rápido y confiable para la

regeneración de bambúes mediante el empleo de yemas axilares (Jiménez et al., 2006;

Ramanayake et al., 2006), en Cuba no se han desarrollado protocolos para ello. A nivel

mundial, la mayoría de los resultados obtenidos describen protocolos principalmente para

Bambusa vulgaris var. vittata (Kalia et al., 2004; Lin et al., 2003, 2004) y Dendrocalamus sp.

(Ramanayake et al., 2001; Sood y Ahuja, 2002).

Según Saxena y Dhawan (2004) y Koshy y Gopakumar (2005), la contaminación en la fase

de establecimiento, las bajas tasas de multiplicación y enraizamiento, así como los bajos

porcentajes de superviviencia ex vitro han sido elementos que han afectado la propagación

de diferentes especies de bambúes

En la búsqueda de posibles soluciones se han estudiado y puesto en práctica alternativas

para elevar los coeficientes de multiplicación. En este sentido, varios autores han evaluado la

influencia de citoquininas como 6-benzilaminopurina (6-BAP) sola o en combinación con

kinetina o con la auxina ácido α-naftalenacético (ANA) (Yashodha et al., 2007) y también se

ha hecho referencia a la posibilidad de emplear medio de cultivo líquido tal y como fue

descrito en la especie Pseudoxynanthera stocksii por Sanjaya et al. (2006).

En la fase de enraizamiento el empleo del ácido indole-3-butirico (AIB) y el thiadiazuron

(TDZ) han sido los reguladores del crecimiento más estudiados y a pesar de aplicarse

elevadas concentraciones de estos, los porcentajes de enraizamiento in vitro han sido bajos

(Mishra et al., 2007; Ramanayake et al., 2008).

A partir de la problemática planteada, se formuló la siguiente hipótesis de trabajo:

“Mediante la regeneración vía organogénesis es posible propagar plantas in vitro de  la

especie Bambusa vulgaris var. vulgaris a partir de yemas axilares”
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Para dar cumplimiento a la misma se plantearon los siguientes objetivos de trabajo:

Objetivos:

v Determinar la influencia de la época del año, la concentración del 6-BAP y el estado

físico del medio de cultivo en la fase de establecimiento in vitro de yemas axilares de

Bambusa vulgaris var vulgaris

v Determinar durante la fase de multiplicación in vitro de plantas de B. vulgaris var.

vulgaris la influencia de la concentración de 6 BAP y el  estado físico del medio de

cultivo.

v Definir la influencia del AIB y el TDZ en la fase de enraizamiento in vitro de las

plantas multiplicadas.
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2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA

2.1. Generalidades del cultivo de bambúes

2.1.1 Origen y Distribución

Los bambúes son originarios de Asia y presentan diversidad en cuanto a especies y tamaño

(Li,  2006). Son Poáceas de amplia distribución en el mundo desde el continente asiático

hasta el americano. De los países asiáticos, China presenta una extensa gama de especies,

con un total de 626, le sigue la India con 102,  luego Japón con 84, Myanmar con 75 y

Malasia con 50. De los países americanos, Brasil tiene la mayor diversidad con 141 especies

de  bambúes, le  sigue  Colombia  con  72 especies (24 endémicas). En tercer lugar aparece

Venezuela con 60, luego está Ecuador con 44. Le sigue por último Costa Rica y México con

39 especies leñosas (Londoño et al., 2009).

2.1.2 Clasificación taxonómica y característica botánica

Según el sistema de clasificación sugerido por  Watson y Smith (1961) y Chin (1977), la

taxonomía del género es la siguiente:

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida (Monoc.)

Orden: Poales

Familia: Bambusoideae

Género: Bambusa.

Dentro de los bambúes el género Bambusa se destaca por su gran importancia desde el

punto de medioambiental y tiene especies de gran interés económico como Bambusa

vulgaris Schrad. ex J.C. Wendl, conocido como bambú común o simplemente bambú. Es un

tipo de bambú alto, sin espinas que forma macizos que comparten rizomas. La especie

sobresale dentro del género por sus propiedades físico - mecánicas y por el tamaño de sus

culmos; que alcanzan hasta 20 metros de altura y 15 centímetros de diámetro. Originaria  del
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Viejo  Mundo, probablemente  del    Asia  tropical. Es  el  bambú más  cultivado en el trópico

y en el subtrópico, en la rivera de los ríos y como  planta  ornamental  en  las  ciudades.  En

América, B. vulgaris se ha adaptado a diversos tipos de suelos y de climas, desde México

hasta Uruguay, e Islas del Caribe (Das et al., 2008).

2.1.3 Cultivares de bambúes adaptados  en Cuba

Cuba cuenta dentro de la  familia Bambusoideae con un grupo de bambúes herbáceos y

leñosos con un 50% de endemismo. Solo B.vulgaris ha sido la especie más adaptada y

naturalizada a todo lo largo y ancho del país (Catasús, 2003). Especies como: Bambusa.

vulgaris Schrad. ex J.C. Wendl, Bambusa vulgaris var.  vittata  A.  y  C. Rivière, Bambusa

bambos (L.) Voss, Bambusa oldhamii Munro, Bambusa polymorpha Munro, Bambusa

tuldoides Munro, Guadua angustifolia Kunth, Dendrocalamus strictus (Roxburgh) Nees,

Dendrocalamus asper (Schultes) Backer,  sólo se encuentran en los jardines botánicos de

Cienfuegos y Holguín, el Banco de germoplasma de la Asociación de Técnicos Agrícolas y

Forestales (ACTAF) de Granma, Villa Clara, Ciudad de La Habana y Topes de Collantes

(Catasús, 2000).

2.1.4 Importancia del  género Bambusa

El género Bambusa representa uno de los más grandes recursos naturales renovables. Por

sus excelentes propiedades físico-mecánicas, su resistencia al ataque de insectos, su

belleza y por la diversidad de aplicaciones que se le dan; representa una valiosa alternativa

económica que ha coadyuvado a mitigar la problemática social del campo en Cuba.  Desde

el punto de vista medio ambiental brinda cobertura al medio en donde crece por la sujeción

del suelo que realiza mediante sus raíces y rizomas. Además evita la erosión y contribuye a

eliminar las cárcavas que se forman en los cauces de los ríos a causa del mal uso de los

suelos y la deforestación y como fijador de dióxido de carbono (Londoño et al., 2002).



Revisión bibliográfica

Es utilizado como materia prima para la obtención de celulosa y es la fuente principal para la

fabricación del papel que se produce en la India (hasta el 70 %). Su uso como madera, dado

las características propias de la especie y la rápida renovación de sus culmos, lo hacen un

elemento de gran importancia (Catasús, 2003).

2.2- Métodos de propagación de bambúes

Los métodos de propagación de los bambúes pueden ser tradicionales y biotecnológicos.

Estos se han llevado a cabo en un gran número de especies debido a la alta demanda que

presentan en los diferentes programas de reforestación.

2.2.1 Métodos de propagación tradicionales

Los métodos de propagación de los bambúes pueden ser sexuales o asexuales (mediante el

uso de semillas, rizomas, culmos y por secciones de tallos).

2.2.1.1 Propagación sexual o gámica

Propagación por semilla

El Bambú puede reproducirse a partir de sus semillas sexuales. Estas se pueden recolectar

masivamente durante su florecimiento gregario o esporádico. La posibilidad de propagar

bambúes por semilla no es un método práctico debido a los largos intervalos de florecimiento

y a la poca disponibilidad del material vegetal en una determinada  especie (Catasús, 2003).

Los porcentajes de germinación varían en función de la especie. Por ejemplo, en Guadua

angustifolia Kunth oscilan entre 95-100% y a los 23 días después de la siembra se alcanza la

germinación  (Giraldo y Sabogal, 1999). Por otra parte, D. strictus cuenta con un alto

porcentaje de germinación, lo que facilita su distribución por diferentes partes del mundo. En

otras especies de bambú de los géneros Bambusa, Gigantochloa y la especie

Schizostachyum lumampao se alcanza entre un 50-80% de germinación al séptimo día de

sembradas.
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Aunque B.vulgaris es una de las más vigorosas dentro de los bambúes (McClure, 1966), su

fase vegetativa es persistente y florece esporádicamente (Ramanayake y Yakandawala,

1997; Koshy, 2000).

2.2.1.2  Propagación asexual o agámica

La propagación asexual constituye el método más empleado, debido a que las diferentes

especies de bambúes no florecen regularmente y un elevado porcentaje de los frutos pueden

ser estériles y tener escasa viabilidad. Los bambúes se pueden propagar asexualmente por

división de rizomas con segmento de tallo, por división de plantones o trasplante directo, por

segmentos de culmos y por segmentos de ramas.

División de rizomas con segmento de tallo: Es efectivo para todas las especies. Permite

un 100% de supervivencia. Es un método práctico y ventajoso debido a la disponibilidad de

material vegetal y a la facilidad de transportación. En B. tuldoides se ha alcanzado un 80%

de éxito y ha sido ampliamente distribuida en la India para la reforestación. Colombia ha

implementado este método para las reforestaciones con G. angustifolia (Londoño et al.,

2002).

División de plantones o trasplante directo: Permite un alto grado de éxito tanto por la tasa

de supervivencia como su posterior desarrollo. Por lo general se emplea este sistema

cuando se desea trasplantar un número muy pequeño de tallos con fines ornamentales

(Catasús, 2003).

Segmentos de culmos: Es efectivo para propagar bambúes de gran tamaño y pared gruesa

tales como B. vulgaris, B. blumeana, D. asper y D. latiflorus. Permite dar solución a

problemas de escasez y peso del material vegetal para plantar. Se debe utilizar culmos de

un año de sembrados y segmentos de culmo con uno o dos nudos por segmento. La siembra

es mejor horizontal que vertical u oblicua y se deben enterrar a 20 cm de profundidad,

regando dos veces al día. Los nuevos brotes se pueden empezar a observar entre la

segunda y cuarta semana. Este método no es ventajoso por su alto costo y por la limitación
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de material vegetal, los cuales pueden ser usados para otros propósitos (Londoño et al.,

2002).

Segmentos de ramas: Es útil, práctico y efectivo, además de ser fácilmente manejable. En

Asia este método es ideal para establecer plantaciones a gran escala. Comúnmente se

aplica en la siembra de Dendrocalamus asper, especie que se caracteriza por sus raíces

aéreas en la base de las ramas laterales. Las ramas gruesas tienen mayor capacidad para

enraizar que las delgadas. La eficiencia del enraizamiento varía en cada especie y depende

del tamaño del culmo y del grosor de la pared. Los bambúes de pared gruesa poseen una

mayor emisión de brotes y mejor enraizamiento probablemente debido a una mayor reserva

de nutrientes.

Estos métodos constituyen una limitante para la propagación masiva de bambúes debido a la

baja regeneración natural por el ciclo largo de floración y a la viabilidad de las semillas. A la

poca disponibilidad de propágulos, a los bajos porcentajes de enraizamiento y  supervivencia

(Nadgauda et al., 1990; Koshy y Gopakumar, 2005).

2.2.2 Métodos biotecnológicos

Los métodos biotecnológicos constituyen una herramienta fundamental para la propagación

masiva, ya que permiten obtener un mayor número de plantas en un corto período de

tiempo. La embriogénesis somática y la organogénesis constituyen los dos métodos más

empleados en la propagación in vitro de bambúes  (Lin et al., 2004; Arshad et al., 2005;

Jiménez et al., 2006; Ramanayake et al., 2006).

2.3 Propagación in vitro  vía organogénesis en bambúes

La gran mayoría de las especies de bambúes  han sido propagadas vía organogénesis

utilizando como material vegetal yemas axilares (Sood et al., 2002; Lin et al., 2004; Arshad et

al., 2005; Jiménez et al., 2006; Ramanayake et al, 2006;). Las especies D. hamiltoni; G.



Revisión bibliográfica

angustifolia; Bambusa vulgaris var vittata, B.wamin, B.edulis) han sido propagadas mediante

esta vía (Rajneesh y Hyamal, 2009).

Sin embargo, se presentan problemas derivados de varios factores como: la contaminación

microbiana de los explantes, la baja tasa de multiplicación y de enraizamiento, además de la

supervivencia ex vitro, representan aún hoy, significativas limitaciones para la propagación

masiva (Ramanayake y Yakandawala, 1997; Bag et al., 2000; Saxena y Dhawan, 2004).

Se reconocen cuatro fases en el proceso de propagación in vitro, estas son: Fase 0 o fase

preparativa; fase I o fase de establecimiento; fase II o fase de multiplicación; fase III o fase

de enraizamiento y fase IV o fase de aclimatización, algunos autores plantean un número

mayor de fases,  pero estas se encuentran implícitas dentro de las antes mencionadas.

2.3.1 Fase Preparativa o Fase 0

El objetivo de esta fase es garantizar un banco de plantas donantes de alta calidad genética

y fitosanitaria, para disminuir los niveles de contaminantes microbianos visibles durante la

fase de establecimiento in vitro  y lograr una repetibilidad real del proceso (Mroginski et al.,

2004; George y  Debergh, 2008).

La mayor fuente de contaminación primaria en los cultivos in vito provienen de la planta

madre. Si se logra  establecer  un  explante  axénico,  la  contaminación  posterior  será

debido  a fallos en las técnicas o procedimientos (Mroginski et al., 2004).

Los factores que influyen sobre la calidad del explante son el tipo de órgano que sirve como

explante inicial, su edad ontogénica y fisiológica, la estación en la cual se colecta el material

vegetal, el tamaño y el estado sanitario general de la planta donante (Olmos et al. , 2004).

Es necesario establecer un plan de manejo fitosanitario en cada especie a propagar  para

reducir o eliminar bacterias sistémicas y virus. Este se debe definir bien en cada especie

para lograr el éxito en el establecimiento in vitro  (George y  Debergh, 2008).
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Autores como Jiménez et al. (2006) y Yasodha et al. (2007) describen en las metodologías

desarrolladas para especies de bambúes como B. nutans y G. angustifolia, la importancia del

establecimiento de un banco de plantas donantes en  condiciones de invernadero y la

aplicación sistemática de fungicidas comerciales, con el fin de disminuir los porcentajes de

contaminación microbiana en la fase de establecimiento.

Una vez seleccionado el mejor explante se requiere desinfectarlo superficialmente, ya que

en el medio de cultivo pueden crecer microorganismos, principalmente bacterias y hongos,

que competirán ventajosamente con el explante (Jiménez et al., 2006)

2.3.2 Fase de Establecimiento o Fase I

El objetivo de esta etapa es lograr el establecimiento del explante fisiológicamente vigoroso y

libre de contaminación microbiana para iniciar la multiplicación a gran escala (Olmos et al.,

2004).

Según Arshad et al. (2005) las pérdidas causadas por contaminaciones principalmente por

hongos y bacterias constituyen un gran problema a escala mundial ya que sus efectos en

condiciones in vitro pueden ser devastadores.

La selección del tejido vegetal, su estado fisiológico, el protocolo de desinfección a utilizar,

así como el medio de cultivo tienen gran influencia en la efectividad del establecimiento in

vitro (Ramanayake et al., 2006).

Selección del explante

Como material vegetal en bambúes se han empleados  semillas (Saxena, 1990; Chambers

et al., 1991 y Arya et al., 1999), yemas axilares de 2-3 mm de diámetro (Sood et al., 2002;

Lin et al., 2004; Arshad et al., 2005; Jiménez et al., 2006; Ramanayake et al., 2006).

Por otra parte Mroginski et al. (2004) señalan que la edad del explante es un factor crítico,

siendo la propagación in vitro a partir de tejidos jóvenes la de mayor éxito.

Olmos et al. (2004) plantean que en general, los órganos jóvenes tienen mejor respuesta en

el establecimiento que los obtenidos a partir de materiales adultos.

Desinfección de yemas axilares



Revisión bibliográfica

Para la desinfección de los explantes se han empleado diferentes compuestos, siendo los

más comunes el etanol al 70%, las soluciones de hipoclorito de sodio (NaClO) entre 1,0-

2,0%  (Das y Pal, 2005 a,b; Jiménez et al., 2006; Ramanayake et al., 2006) y el bicloruro  de

mercurio (HgCl2) este último de mayor toxicidad y se emplea a bajas concentraciones en un

corto período de tiempo (0,1% durante 1 a 3 minutos) (Nadgir et al., 1984; Ramanayake y

Yakandawala, 1997; Bag et al., 2000; Marulanda et al., 2005).

Conjuntamente con los desinfectantes se pueden añadir gotas de Tween con el objetivo de

reducir la tensión superficial y eliminar las burbujas que se forman en la superficie y

cavidades del explante. Terminado el tiempo de inmersión en desinfectante se realizan

varios enjuagues con agua destilada estéril para eliminar sus restos (Alvarado et al., 1997).

La selección y concentración de los desinfectantes y el tiempo de desinfección, se

determinan en gran medida por las características del explante. En la práctica se establecen

experimentalmente por ensayo y error (Villalobos y Thorpe, 1991).

En otras especies de bambúes como: D.strictus, B.arundinacea, D.asper, P.edulis, D.

giganteus y B.polymorfa, para la desinfección se han obtenido altos porcentajes de yemas

brotadas al emplear   hipoclorito de sodio 0,1% durante 5 min,  combinándose  con inmersión

en bicloruro de mercurio (0,1%), durante 5 min (ICFRE, 2002).

Al respecto, Marulanda et al. (2005) para la desinfección de yemas axilares de G.

angustifolia utilizaron una solución de bicloruro de mercurio (HgCl2) al  0,3% durante uno a

tres minutos con lo que se alcanzaron un 74,0% de yemas brotadas y  52,0% de yemas

brotadas para 5 minutos.

Por otra parte, Nidiye et al. (2006) obtiene entre un 80–100% de yemas brotadas durante el

establecimiento in vitro de Bambusa vulgaris al emplear NaClO al 2,0% durante 20 minutos.

Medios de cultivo

De acuerdo con Gielis et al. (2001) el éxito en el cultivo de tejidos depende de la selección

del medio de cultivo, incluyendo su composición química y su fórmula física.
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Autores como, Jiménez et al. (2006) hacen referencia  a la cantidad de medios de cultivo

utilizados en esta fase para la mayoría de las especies que han sido cultivadas en el medio

de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962) al que se ha adicionado mio-inositol (100 mg.L-1),

sacarosa (30 g.L-1), vitaminas MS (0,1mg.L-1) y ácido nicotínico (0,5 mg.L-1). Sin embrago las

concentraciones de reguladores de crecimiento varían según las especie. Por ejemplo para

Bambusa balcooa, Das y Pal (2005) combinaron kinetina (1,0 mg.L-1) y 6-BAP (2,5 mg.L-1).

De igual manera, Das y Pal (2005b) para Bambusa tulda emplearon kinetina (1,0 mg.L-1) y 6-

BAP (2,0 mg.L-1). Por su parte, Ramanayake et al. (2006) para Bambusa vulgaris var vittata

proponen 6-BAP (2,0 mg.L-1). Similarmente, Marulanda et al. (2005) y  Jiménez et al. (2006)

para Guadua angustifolia emplearon 6-BAP (1-3  mg.L–1). Por otra parte, Ramanayake y

Yakandawala (1997) para Dendrocalamus giganteus  combinaron 6-BAP (2,0 mg.L-1)  y

kinetina (0,1 mg.L-1).

2.3.3  Fase de Multiplicación o Fase II

El objetivo de esta etapa es incrementar el número de brotes a partir de explantes ya

establecidos in vitro, sin comprometer la calidad genética de las plantas generadas.

Periódicamente estos nuevos brotes se deben subcultivar en un nuevo medio de cultivo

mediante divisiones y resiembras en recipientes adecuados. De esta forma, aumenta el

número de plantas en cada subcultivo. El número de plantas que se obtiene dependerá de la

especie vegetal y de las condiciones del medio de cultivo, lo que permite alcanzar

incrementos exponenciales, considerando que todos los factores que afectan el crecimiento

hayan sido optimizados (Castillo,  2008).

Esta es la fase más importante y determinante en todo programa de propagación in vitro. Es

en ella que se realiza la verdadera multiplicación de una especie definiéndose  no sólo el
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número de plantas a obtener, sino su calidad genética por ser esta fase en la que se

producen las variantes somaclonales (Orellana et al., 1998)

Medios de cultivo

El estado físico de los medios de cultivo constituye un aspecto importante para el cultivo in

vitro. Desde que  se inició el cultivo de tejidos, los medios de cultivo han sido empleados en

estado semisólido y líquido (Ramanayake et al., 2001).

Autores como Bag et al. (2000) señalan que el empleo de  medio de cultivo en estado líquido

brinda la posibilidad a las plantas  de absorber los nutrientes del medio con mayor facilidad e

incrementar los coeficientes de  multiplicación en un gran número de s de bambúes en

comparación con el medio de cultivo semisólido que limita la absorción de los nutrientes a la

superficie basal del explante.

Reguladores de crecimiento

En general, la respuesta de un tejido al cultivo in vitro depende en mayor medida de la

interacción entre el nivel hormonal endógeno y el tipo y concentración de los reguladores de

crecimiento añadidas al medio de cultivo tienen un rol importante en esta etapa debido a que

varía en función de la especie y constituyen un factor determinante en el incremento de los

coeficientes de multiplicación en especies de bambúes. De acuerdo con esto, cada explante

o un mismo explante pero de diferentes especies, puede responder de manera distinta a una

misma concentración de reguladores de crecimiento, a causa de diferencias en el contenido

hormonal endógeno (Gielis et al., 2001).

La proliferación de brotes se logra con la adicción de citoquininas al medio de cultivo para

romper la dominancia apical   y  estimular  la  brotación  de  las  yemas. Uno de los posibles

efectos de las auxinas en esta fase es anular el efecto depresivo de las altas

concentraciones de citoquininas sobre la elongación de los brotes  axilares  y  restablecer  su

crecimiento  normal  (Mroginski et al., 2004).
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Al respecto, Bag et al. (2000) obtuvieron altos coeficientes de multiplicación al emplear 6-

BAP (1,13 mg.L–1) para Thamnocalamus spathiflorus. De igual manera, Ramanayake et al.

(2001) obtuvieron similares resultados al emplear 6-BAP (6,0mg.l–1) para Dendrocalamus

giganteus.

Por otra parte, Singh et al. (2001) para Dendrocalamus strictus  elevaron la tasa de

multiplicación al emplear Thidiazuron (0,5 mg.L–1). De igual manera, Arya et al. (2001) para

Dendrocalamus asper obtuvieron similares resultados al emplear 6-BAP (3,0 mg.L–1).

Otros autores como Das y Pal (2005) combinan IBA (3,0 mg.L-1) y 6-BAP (2 mg.L-1) para

incrementar el coeficiente de multiplicación en Bambusa tulda. Igualmente Sanjaya et al.

(2005) combinan 6-BAP (1,0 mg.L–1) y ANA (0,5mg.L-1)  para Pseudoxytenanthera stocksii,

Kapoor y Rao (2006) para Bambusa bambos var. Gigantea obtuvieron altos coeficientes de

multiplicación al emplear 6-BAP (0,45 mg.L–1). De igual manera Ramanayake et al. (2006)

para Bambusa vulgaris var vittata obtuvieron similares resultados al emplear 6-BAP (4,0

mg.L–1). Jiménez et al. (2006) para G. angustifolia alcanzaron similares resultados al

emplean 6-BAP (5,0 mg.L –1).

2.3.4 Fase de Enraizamiento o Fase III

El objetivo de esta etapa es formar plantas completas con un sistema radicular que les

permita ser trasplantadas a tierra en condiciones de vivero o invernadero. Esta fase es la

más voluminosa de todo el proceso, en ella cada brote debe ser cultivado y manipulado in

vitro para que desarrollen varias  raíces  que  le permitan comenzar la absorción de

nutrientes al ser sembrada sobre un sustrato enriquecido y convertirse en una planta lista

para llevarse a campo (Mroginski et al., 2004).

En esta fase se toman medidas para que el grupo de plántulas, sean capaces de llevar a

cabo la fotosíntesis y la supervivencia sin el suministro artificial de los hidratos de carbono.

Algunas plántulas necesitan un tratamiento especial de manera que no se atrofien cuando
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estén en fase de aclimatización. En esta etapa por lo general es necesario adoptar un

procedimiento por separado utilizando medios de cultivo idóneos para inducir las raíces in

vitro. Varios autores eliminan esta fase para reducir los costos y posteriormente inducir las

raíces bajo condiciones ex vitro (George y  Debergh, 2008).

Medios de cultivo

Los brotes obtenidos durante la fase de multiplicación se transfieren a un medio de cultivo

libre de reguladores de crecimiento o con presencia de auxinas.

Las  auxinas  juegan un rol  importante  en  la  inducción y  crecimiento  de  las  raíces por lo

que se emplean en la mayoría de los medios de cultivos de enraizamiento in vitro de varias

especies de plantas. Se ha hecho referencia a  la  inmersión de  los  brotes  durante  varios

minutos  en  una  solución  con  concentraciones altas de  auxinas  y posteriormente estos

brotes que no han emitido raíces son transferidos  a  un    medio  de cultivo MS libre  de

reguladores  de  crecimiento   (Mroginski et al., 2004).

También se recomienda elevar la concentración de sacarosa en el medio de  cultivo  para

lograr  un  crecimiento  vigoroso  de  las  raíces.  Las  plantas procedentes  de  los  medios

de cultivo con  las  mayores  concentraciones  de  sacarosas presentan una mayor

supervivencia al ser trasplantadas al suelo, tal vez debido a una mejor adaptación para

soportar el estrés hídrico motivado por las condiciones de mayor presión osmótica donde se

desarrollan, unido a una mejor constitución morfológica de las plantas in vitro (Mroginski et

al., 2004).

En esta etapa se hace alusión a la disminución del número de  raíces in vitro en  varias

especies cuando se emplean  medios de cultivo en estado semisólido debido a  la  poca

difusión  de  sustancias  toxicas  liberadas  por  el  tejido  en crecimiento, la aireación y la

disponibilidad de nutrientes (Lane, 1979).

 Los  medios  de cultivo líquidos  ofrecen  ventajas  en  esta  fase,  pues  disminuye  los

costos por concepto de medio de cultivo al eliminarse el agar. Además permiten la difusión
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de los residuos tóxicos de las plantas, fundamentalmente los fenoles que abundan durante

la  iniciación  del  crecimiento  de  las  raíces  y  el  desarrollo  general  de  la planta es más

rápido  y se acorta el período de trasplantes (Hu y Wang, 1993).

Reguladores del crecimiento

El enraizamiento in vitro en bambúes constituye una limitante para la propagación in vitro de

bambúes. La auxina más empleada ha sido el ácido indole-3-butirico (IBA) para inducir el

enraizamiento in vitro en muchas especies de bambú como Dendrocalamus strictus (Nadgir

et al., 1984), Dendrocalamus giganteus, D. strictus (Das y Rout, 1991), Dendrocalamus

brandisii y Bambusa arundinacea (Nadgauda et al., 1997), Thamnocalamus spathiflorus (Bag

et al., 2000) y Bambusa balcooa (Das y Pal, 2005).

El empleo de IBA en la etapa de multiplicación induce espontáneamente raíces en Bambusa

sp y Dendrocalamus strictus durante la fase (Shirgurkar et al., 1996). Por su parte Sanjaya et

al. (2005) ha reportado para Pseudoxytenathera stocksii la adición de  6-BAP (0,1 mg.L-1) y

IBA (1,0mg.L-1).  De igual manera,  Kapoor y Rao (2006) para Bambusa vulgaris var gigantea

empela ANA (9,3 mg.L-1), 6-BAP (0,45 mg.L-1); AG3 (0,035 mg.L-1) y sacarosa (50 g.L-1). Sin

embargo, Ramanayake et al. (2006) ha inducido el enraizamiento in vitro de Bambusa

vulgaris var vittata al emplear Thidiazuron (0,3mg.L-1) en cámaras de luz continua (48umol

m2s1).

Esta etapa es de vital importancia, ya que las plantas adquieren las características y

condiciones necesarias, para ser trasplantadas a la fase de aclimatización ya que desarrollan

un sistema radical que les permite adaptarse a estas condiciones. La eficiencia en la

aclimatación de las plantas es trascendental para la propagación comercial de cualquier

especie y de ella depende el éxito de la siembra en campo. En la literatura científica se hace

poca referencia a dicha etapa y constituye unas de las principales limitantes durante la

propagación de los bambúes empleando métodos de cultivo de tejidos.
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 A pesar de los avances existentes en la propagación de los bambúes no se refiere en la

literatura internacional investigaciones en la especie B. vulgaris var vulgaris para la

regeneración de plantas vía organogénesis.
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3. MATERIALES Y MÉTODOS

La presente investigación se realizó en el laboratorio de Embriogénesis Somática y

Transformación Genética del Instituto de Biotecnología de las Plantas (IBP), en el período

comprendido de septiembre de 2008 hasta diciembre de 2010.

Material vegetal

En condiciones de casa de cultivo se creó un banco de plantas donantes de B. vulgaris var.

vulgaris (Figura.1) partiendo de culmos y ramas seleccionadas en campo tal y como se

recomienda en el Instructivo técnico para la Propagación vegetativa de B. vulgaris var.

vulgaris (León et al., 2010). Al banco de plantas donantes se le aplicaron dos fertilizaciones

foliares semanales con formula completa (15-10-15-2) a razón de 2,0 g.L-1 y y otra con

Bayfolan Forte a razón de 1,5 mL.L-1. Antes de seleccionar las yemas axilares para su

establecimiento in vitro se aplicó durante diez días y de manera alterna cada dos días

Fundazol (3,0 g.L-1), Silvacur + Oxicloruro de cobre (1,5 mL.L-1+3,0 g.L-1) y Mancozeb (3,0

g.L-1).

Figura.1 Banco de plantas donantes de Bambusa vulgaris var. vulgaris en casa de cultivo.

Las yemas axilares se seleccionaron cuidadosamente teniendo en cuenta el grosor del tallo y

el desarrollo de la yema axilar, tal y como se observa en la figura 2. Para el corte de las

yemas se empleó tijera de poda. El corte fue realizado a 1,5 cm por encima y por debajo de

la yema axilar e inmediatamente fueron colocadas en frascos de cultivo tapados para su

traslado al laboratorio. El proceso de desinfección se realizó según el protocolo descrito por

García-Ramírez et al. (2007) para Bambusa vulgaris var. vittata.
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Figura 2. Características morfológicas de las yemas axilares de B. vulgaris var. vulgaris seleccionadas
para el establecimiento in vitro.

Procedimientos generales

Los trabajos de laboratorio se realizaron en condiciones asépticas. Los medios de cultivo

fueron esterilizados en autoclave vertical a 121 °C y 1.2 kg.cm-2 de presión durante 15

minutos para tubos de ensayo (20,0 x 1,5 cm) con tapones de goma y 20 minutos para

Erlenmeyer (250 mL de volumen). El pH de los medios de cultivo se ajustó a 6,0±0,1 con el

uso de HCl y KOH, previo a la esterilización.

El instrumental de laboratorio (pinzas y bisturís) se esterilizó con el equipo Incinerador (LAB

Associates BV) a 300 °C. El material vegetal fue subcultivado en cabina de flujo laminar

horizontal (IKEM).

Para el desarrollo de las plantas los frascos de cultivo se colocaron en cámaras de

crecimiento con luz solar, el flujo de fotones fotosintéticos osciló entre  38,0-45,7 µM.m-2.s-1 y

la temperatura fue de 26±2,0°C.

Procesamiento estadístico

El procesamiento estadístico de los datos de las variables estudiadas se

realizó con Statistic Package for the Social Science (SPSS) versión 18 para
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Windows. En cada acápite se detalla el procedimiento utilizado para el análisis

de las diferentes variables.

3.1 Establecimiento in vitro

3.1.1 Influencia de la época del año en el establecimiento in vitro

El objetivo del presente experimento fue determinar la influencia de la época del año en el

establecimiento in vitro.

Se realizaron un total de 24 establecimientos durante el año 2009 (dos cada mes), en cada

uno de ellos se seleccionaron 100 yemas axilares y para la desinfección de las mismas se

procedió según lo descrito en el epígrafe de procedimientos generales.

Para el establecimiento in vitro de las yemas axilares se empleó el medio de cultivo

propuesto por Fajardo (2006) para esta misma fase de cultivo de la especie Guadua

angustifolia. Dicho medio de cultivo contenía 2,5 mg.L-1 de 6-BAP y Gelrite® (SIGMA) (2,5

g.Lˉ1).

Los frascos de cultivo empleados fueron tubos de ensayo (20,0 x 1,5 cm) con tapones de

goma. A cada tubo de ensayo se le adicionó 5,0 mL de medio de cultivo y en cada uno se

colocó una yema axilar.

A los 20 días de cultivo se cuantificó el número de yemas brotadas y el número de explantes

libres de contaminantes microbianos visibles para posteriormente calcular el porcentaje de

ambas variables para cada mes del año.

3.1.2  Influencia del 6-BAP en la brotación de yemas axilares

El objetivo del presente experimento fue determinar la influencia de diferentes

concentraciones de 6-BAP en la brotación de las yemas axilares seleccionadas en casa de

cultivo con características similares a las descritas en el acápite 3.1.1.
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Se empleó un medio de cultivo compuesto por sales inorgánicas de Murashige y Skoog

(1962) (MS), mio-inositol (100 mg.Lˉ1), sacarosa (30 g.Lˉ1) y Gelrite® (SIGMA) (2,5 g.Lˉ1). Se

diseñaron tres tratamientos con las siguientes concentraciones de 6-BAP (1,0; 2,0 y 3,0

mg.L-1) y un tratamiento control sin regulador del crecimiento.

Se emplearon 20 tubos por cada tratamiento. A los 20 días de cultivo se cuantificó el número

de brotes por planta, además se midió la altura de la planta principal  (cm) desde la base

hasta el punto de inserción de la primera hoja, el número de hojas expandidas por cada

explante y el número de explantes libres de contaminantes microbianos visibles.

Los valores obtenidos fueron analizados mediante una prueba de Kruskall Wallis, previa

comprobación de los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza.

3.1.3 Efecto del estado físico del medio cultivo en el establecimiento in vitro

Con el objetivo de determinar el efecto del estado físico del medio de cultivo en la fase de

establecimiento in vitro, se emplearon yemas axilares con características similares a las

descritas en el acápite 3.1.1.

Estas fueron colocadas en un medio de cultivo compuesto por sales inorgánicas MS, mio-

inositol (100 mg.Lˉ1), sacarosa (30 g.Lˉ1) y la mejor concentración de 6-BAP obtenida en el

experimento anterior. Se establecieron como tratamientos: el medio de cultivo descrito

anteriormente pero en estado líquido y como control el medio de cultivo en estado semisólido

al cual se le agregó 2,5 g.Lˉ1 de Gelrite® (SIGMA).

Se emplearon 20 tubos por cada tratamiento. A los 20 días de cultivo se cuantificó el número

de brotes por planta, además se midió la altura de la planta principal  (cm) desde la base

hasta el punto de inserción de la primera hoja, el número de hojas expandidas por cada

explante y el número de explantes libres de contaminantes microbianos visibles.

Los valores de las variables evaluadas fueron analizados mediante una prueba de Mann-

Whitney, previa comprobación de los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza.
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3.2 Multiplicación in vitro

3.2.1 Influencia del  6-BAP

El objetivo en este experimento fue determinar la influencia de la concentración del 6-BAP en

la multiplicación in vitro de B. vulgaris var. vulgaris.

Como material vegetal, se emplearon, plantas con una altura de 6,0 cm obtenidas después

de 20 día de cultivo en la fase de establecimiento in vitro aplicando los resultados obtenidos

en el acápite 3.1.

EL medio de cultivo estuvo compuesto por sales inorgánicas MS, mio-inositol (100 mg.Lˉ1) y

sacarosa (30 g.Lˉ1). Se adicionaron tres concentraciones de 6-BAP  (3,0; 4,5 y 6,0 mg.L-1) y

un tratamiento control sin regulador del crecimiento.

Los frascos de cultivo empleados en cada tratamiento fueron Erlenmeyer (250 mL de

volumen). A cada uno se le adicionaron 50 mL de medio de cultivo y en cada frasco se

colocaron cinco explante.

A los 20 días de cultivo se cuantificó el número de brotes por planta, además se midió la

altura de la planta principal en cm desde la base hasta el punto de inserción de la primera

hoja y el número de hojas expandidas por cada explante.

Los valores obtenidos fueron analizados mediante una prueba de Kruskall Wallis, previa

comprobación de los supuestos de normalidad y  homogeneidad de varianza.

3.2.2 Efecto del estado físico del medio de cultivo

Este experimento se realizó con el objetivo de estudiar el efecto del estado físico del medio

de cultivo en la multiplicación in vitro de B. vulgaris, el material vegetal empleado fue similar

al descrito en el acápite 3.2.1.
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El medio de cultivo estuvo compuesto por sales inorgánicas MS, mio-inositol (100 mg.Lˉ1),

sacarosa (30 g.Lˉ1) y la mejor concentración obtenida en el acápite 3.2.1. Se establecieron

dos tratamientos: el medio de cultivo descrito anteriormente pero en estado líquido y como

control el medio de cultivo en estado semisólido al cual se le agregó 2,5 g.Lˉ1 de Gelrite®

(SIGMA).

A los 20 días de cultivo se cuantificó el número de brotes por planta, además se midió la

altura de la planta principal en cm desde la base hasta el punto de inserción de la primera

hoja y el número de hojas expandidas por cada explante.

Los valores obtenidos fueron analizados mediante una prueba de Mann-Whitney, previa

comprobación de los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza.

3.2.3 Efecto del número de subcultivo

El objetivo de este experimento fue determinar el efecto del número de subcultivo en el

coeficiente de multiplicación. Como material vegetal, se emplearon plantas con una altura

aproximada de 5,0 cm, que formaron grupos de a tres y obtenidos después de 20 días de

cultivo (Figura 4).

Figura 4. Plantas en grupo de a tres de Bambusa vulgaris var. vulgaris a los 20 días cultivo.

Las plantas en grupos de a tres fueron colocados en un medio de cultivo líquido compuesto

por las sales inorgánicas MS, mio-inositol (100 mg.Lˉ1), sacarosa (30 g.Lˉ1) y la mejor

concentración del 6-BAP obtenida en el acápite 3.2.1.
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A los 20 días de cultivo se calculó el coeficiente de multiplicación (CM) con la siguiente

fórmula. Se realizaron cinco subcultivo de multiplicación.

CM= Número de plantas totales por frasco / número de plantas inicial por frasco.

3.3 Enraizamiento in vitro de plantas de B. vulgaris var vulgaris

3.3.1 Efecto del AIB

El objetivo de este experimento fue determinar el efecto de diferentes concentraciones de

AIB en la formación de raíces in vitro. Como material vegetal se emplearon grupos de a tres

plantas obtenidos en el quinto subcultivo de multiplicación en medio de cultivo líquido

después de 20 día de cultivo con una altura entre cinco y seis centímetros.

Este experimento se llevó a cabo en dos etapas, en la primera los plantas fueron colocados

en un medio de cultivo líquido compuesto por 100% de las sales inorgánicas MS. Se

estudiaron tres concentraciones de AIB (10,0 15,0 y 20,0 mg.L-1) y sacarosa (20,0 g.L-1), se

utilizó además un tratamiento control con 20,0 g.L-1 de sacarosa sin regulador del

crecimiento. Posteriormente, a los 20 días de cultivo los plantas de cada tratamiento fueron

transferidas a un medio de cultivo líquido compuesto por el 100% de las sales inorgánicas

MS y 20,0 g.L-1 de sacarosa.

Los frascos de cultivo empleados en cada tratamiento fueron Erlenmeyers (250 mL de

volumen). A cada Erlenmeyer se le adicionó 50 mL de medio de cultivo líquido y en cada

frasco se colocaron cinco grupos de plantas.

A los 20 días de cultivo se determinó el número plantas con raíces, la altura de las plantas

(cm) desde la base hasta el punto de inserción de la primera hoja y el largo de la raíz (cm).

Posteriormente, a los 30 días las plantas fueron transferidas a fase de aclimatización con

una altura entre 5,0-6,0 cm de altura en grupos de 2 y 3 plantas.

Los valores obtenidos fueron analizados mediante una prueba de Kruskall Wallis, previa

comprobación de los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza.
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3.3.2 Efecto del TDZ

El experimento tuvo como objetivo determinar el efecto de diferentes concentraciones de

TDZ en la formación de raíces in vitro.

Este experimento se llevó a cabo en dos etapas, en la primera las plantas fueron colocadas

en un medio de cultivo líquido compuesto por el 100% de las sales inorgánicas MS y se

establecieron tres tratamientos, en los cuales se emplearon dos concentraciones de TDZ

(0,3 y 0,6 mg.L-1) y un tratamiento control sin regulador del crecimiento (Etapa 1).

Posteriormente a los 20 días de cultivo los plantas de cada tratamiento fueron transferidos

(Etapa 2) a un medio de cultivo líquido compuesto por el 50% de las sales inorgánicas MS,

AIB (20,0 mg.L-1) y sacarosa (20,0 mg.L-1), según el protocolo descrito por Ramanayake et

al. (2006).

Los frascos de cultivo empleados en cada tratamiento fueron Erlenmeyers (250 mL de

volumen). A cada Erlenmeyer se le adicionó 50 mL de medio de cultivo líquido y en cada

frasco se colocaron cinco grupos de plantas (cada grupo de plantas tenía 2-3 plantas).

A los 20 días de cultivo se determinó el número de plantas con raíces, la altura de las plantas

(cm) desde la base hasta el punto de inserción de la primera hoja y el largo de la raíz (cm).

Luego de las dos etapas de enraizamiento las plantas fueron transferidas a fase de

aclimatización con una altura entre 5,0-6,0 cm de altura en grupos de 2 y 3 plantas.

Los valores obtenidos fueron analizados mediante una prueba de Kruskall Wallis, previa

comprobación de los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza.

El análisis histológico se realizó con el objetivo de comprobar la diferenciación de la raíces

formadas durante el enraizamiento in vitro. Para el análisis histológico se tomaron muestras

de raíces emitidas en la segunda etapa de enraizamiento (Figura 5). Las muestras se fijaron

en portaobjetos y se tiñeron con azul de toluidina al 0,1% según la técnica descrita por

Gahan (1984).
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Figura 5. Raíces de Bambusa vulgaris var. vulgaris empleadas en los análisis histológicos.
Las secciones histológicas de las diferentes muestras se examinaron en microscopio
(Novel), con observación de 400 x de aumento y las imágenes fueron captadas con una
cámara digital (Canom Power Shot A 630) acoplada
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

4.1 Establecimiento in vitro de B. vulgaris

4.1.1 Efecto de la época del año en el establecimiento in vitro de B.vulgaris

Se determinó que la época del año influyó tanto en la brotación in vitro de las yemas axilares

como en la aparición de contaminantes microbianos visibles durante la fase de

establecimiento in vitro.

En la figura 6 se observa el comportamiento mensual del porcentaje de yemas axilares

brotadas y explantes libres de contaminantes microbianos visibles. Durante los meses de

enero-abril y noviembre-diciembre los porcentajes de yemas axilares brotadas fueron los

más elevados durante el año, el porcentaje de explantes libres de contaminantes

microbianos visibles, también fue elevado durante este período. Los meses antes

mencionados coinciden con la estación seca para Cuba y noviembre-diciembre mostraron

condiciones meteorológicas similares a esta época.

La temperatura media diaria, durante esta época, fue siempre inferior a 25 °C, con

precipitaciones muy escasas inferiores a los 10 mm de precipitaciones. La humedad relativa

en el mes de enero fue del 77%  y disminuyó hasta 71% en el mes de abril. Es sentido

general esta época estuvo caracterizada por pocas precipitaciones y temperaturas frescas

(Anexo 1).

Todo lo contrario ocurrió durante los meses de mayo-octubre. El porcentaje de yemas

axilares brotadas diminuyó hasta 65% en el mes de octubre. El desarrollo de los

microorganismos se favoreció durante esta época lo cual trajo consigo que disminuyera el

porcentaje de yemas axilares libres de contaminantes microbianos visibles hasta 14% en el

mes de octubre (Figura 6).
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Figura 6. Influencia de las variables climáticas en el  porcentaje de brotación de las yemas axilares
 y en el porcentaje de yemas axilares libres de contaminantes microbianos visibles.
De manera general hubo presencia tanto por contaminantes bacterianos como fúngicos, pero

fueron estos últimos los que causaron más afectaciones. Acosta et al. (2008) identificó en

plantas de B. vulgaris var. vulgaris cultivadas en casa de cultivo como principales fuentes de
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contaminantes fúngicos los géneros de Botryotrichum, Clados porium, Curvularia, Fusarium y

Nigrospora. Estos microorganismos mesófilos ante temperaturas elevadas y  precipitaciones

frecuentes encuentran condiciones favorables para su desarrollo. Dichas condiciones

estuvieron presentes en los meses de mayo a octubre, fecha que coincidió con los menores

porcentajes de explantes libres de contaminantes microbianos visibles.

Agnihotri y Ansari (2000) y Gieles (2002)  señalaron que en condiciones in vitro la

contaminación microbiana constituye una limitante para el establecimiento in vitro de

bambúes, la misma en gran medida está relacionada con el tipo de explante, época del año y

las atenciones fitosanitarias realizadas al banco de plantas donantes, ya que en períodos de

escasas precipitaciones los porcentajes de contaminantes microbianos visibles se reducen y

se incrementa el número de explantes con yemas brotadas.

Autores como Ramanayake y Yakandawala (1997) y Arya et al. (2001) destacaron la

correlación existente entre las precipitaciones, humedad relativa y temperaturas en el

incremento del número de explantes libres de contaminantes microbianos visibles y el

número de explantes con yemas brotadas durante el establecimiento in vitro de D. giganteus

y D. asper.

Los resultados obtenidos permiten proponer los meses de enero-abril y noviembre-diciembre

como el mejor período del año para realizar los establecimientos in vitro de las yemas

axilares de plantas en casa de cultivo de B. vulgaris var. vulgaris.

4.1.2-  Efecto del 6-BAP en la brotación de las yemas axilares

Se determinó que el 6-BAP influyó en el establecimiento in vitro de las yemas axilares de

B.vulgaris. Los resultados del presente trabajo mostraron que al incrementar la

concentración de 6-BAP en el medio de cultivo semisólido, se incrementó el número de

brotes por planta y la altura de las mismas. Los mejores resultados se alcanzaron cuando se
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adicionó al medio de cultivo 3,0 mg.L-1 de 6-BAP con diferencias significativas respecto a los

demás tratamientos (Tabla 1). El tratamiento control sin regulador de crecimiento no

favoreció la emisión de nuevos plantas, a diferencia de los demás tratamientos a los que le

fue adicionado el 6-BAP en el medio de cultivo (Figura 7).

No se encontraron diferencias significativas para las variables número hojas expandidas y

número de explantes libres de contaminantes microbianos visibles. El porcentaje de

explantes libres de contaminantes osciló entre 85% - 90%.  Autores como Ramanayake et al.

(2000), Kumar et al. (2001) y Anil et al. (2002) refieren bajos porcentajes de explantes libres

de contaminantes. Dichos investigadores obtuvieron entre un 47% y 50% de explantes libres

de contaminantes en diferentes especies de bambúes como B. atra,  B. arundinacea y D.

hamiltonii.

El número de hojas expandidas varió entre 1,0 a 2,0. Las primeras hojas expandidas se

observaron a los 14 días de cultivo.

Tabla 1. Efecto del 6-BAP en el  establecimiento in vitro de B. vulgaris a los 20 días de cultivo.
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   Rangos  Medios con letras diferentes dentro de una misma columna,  difieren significativamente (p<0,05) según  Kruskall
Wallis

Tampoco existieron diferencias respecto al porcentaje de yemas axilares brotadas. A los

siete días de cultivo se inició la brotación de las yemas axilares y se alcanzó un 100% de

yemas brotadas en todos los tratamientos. Sin embargo, se observó que durante la primera

semana de cultivo el crecimiento en altura de las yemas brotadas se favoreció con el

aumento de la concentración del 6-BAP en el medio de cultivo. Resultados similares

obtuvieron Ravikumar et al. (1998) para D. strictus durante la fase de establecimiento.

a                                                                              b

Figura 7. Explantes de Bambusa vulgaris var. vulgaris  a los 20 días de cultivo. (a) en medio de cultivo
semisólido sin regulador de crecimiento y (b) en medio de cultivo semisólido con 6-BAP (3,0 mg.L-1).

Concentraciones de
6-BAP ( mg.L-1)

Número de
brotes /
plantas

Rango
medio

Altura/
planta(cm)

Rango
medio

0 1,0 36,6 d 4,52 28,19 d

1,0 1,22 49,28 c 4,98 63,59 c

2,0 2,20 103,9 b 5,44 93,58 b

3,0 2,85 132,8 a 6,25 136,65 a
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Marulanda et al. (2002) en la especie G. angustifolia al adicionar una concentración inferior

de  6-BAP (2,5 mg.L-1)  en medio de cultivo semisólido durante el establecimiento in vitro,

también describe un comportamiento similar en la brotación de las yemas axilares.

El uso de 6-BAP ha sido sugerido para el establecimiento in vitro de B. wamin, B. edulis, B.

ventricosa y D. asper (Huang y Huang, 1995;  Arya, 1996; Lin y Chang, 1998; Bolsa, 2001;

Sood et al., 2002; Arshad et al., 2005). Todos los autores antes mencionados, destacaron el

papel fundamental que juega el 6-BAP en la brotación de las  yemas axilares y

posteriormente en la formación de plantas.

Al emplear 3,0 mg.L-1 de 6-BAP autores como Das y Pal (2005ab) refieren un incremento en

el número de plantas por yema axilar para B. balcooa. Estos resultados coinciden con los

expuestos anteriormente.

Los resultados obtenidos por Das y Pal (2005ab) demuestran que al adicionar

concentraciones mayores de 4,0 mg.L-1 de 6-BAP al medio de cultivo de establecimiento in

vitro de D.strictus, se afectan los porcentajes de brotación y  disminuye la emisión de nuevos

plantas. También  Jiménez et al. (2006)  para la especie G. angustifolia  obtiene similares

resultados al adicionar 5,0 mg.L-1 de 6-BAP.

4.1.3 Efecto del estado físico del medio de cultivo durante la fase de establecimiento in

vitro

Se determinó que el estado físico del medio de cultivo no influyó en el establecimiento in vitro

de las yemas axilares de B. vulgaris.

Los resultados del presente trabajo mostraron que no existieron diferencias significativas

para ninguna de las variables evaluadas, número de brotes por planta, altura de la planta,

número de hojas expandidas y número de explantes libres de contaminantes microbianos

visibles.
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El número de brotes por planta osciló entre 2,05-2,28, altura de la planta osciló entre 6,18-

6,25, el número de hojas expandidas osciló entre 2,0 y el número de explantes libres de

contaminantes microbianos visibles osciló entre 87%-92%.

Una vez transcurrido nueve días de cultivo se observó la formación de los brotes por plantas

en medio de cultivo líquido. Sin embargo, en el medio de cultivo semisólido se retrasó la

formación de brotes por planta a los once días de cultivo.

Posteriormente, se observó un incremento en el número de brotes por planta tanto en medio

de cultivo líquido como semisólido a los 20 días de cultivo (Figura 8).

Desde el punto de vista cualitativo se pudo apreciar que no existieron diferencias en cuanto a

la calidad del explante, mayor número de hojas expandidas y la altura de las plantas

formadas en el medio de cultivo líquido y semisólido (Figura 8).

Estos resultados coinciden con los informados por Arshad et al. (2005) para B. wamin en los

cuales alcanzaron similares resultados en cuanto a la altura y al número de brotes formados

al emplear tanto el medio de cultivo en estado líquido como semisólido, sin diferencias

significativas.

                                      (a)                                                                 (b)
Figura 8. Plantas de Bambusa vulgaris var. vulgaris a los 20 días de cultivo. (a) en medio de cultivo
semisólido y (b) en medio de cultivo líquido.



Resultados y discusión

Aunque en este trabajo no se observaron diferencias significativas, autores como Nadgauda

et al. (1990) para B. arundinacea y Saxena (1990) para B. tulda encontraron diferencias en el

número de brotes por planta y destacaron desde el punto de vista de la calidad de los

plantas un mejor comportamiento en medio de cultivo en estado líquido en comparación con

el medio de cultivo semisólido.

Los resultados obtenidos son de suma importancia pues nos permiten emplear el medio de

cultivo líquido durante la fase de establecimiento de las yemas axilares y con ello se obtiene

una serie de ventajas para los procesos productivos. Se pueden citar, por ejemplo, las

facilidades para la detección de los microorganismos, fundamentalmente, bacterianos, se

disminuyen los costos por concepto de medio de cultivo al eliminarse el agar.

4.2 Multiplicación in vitro de B. vulgaris

4.2.1 Efecto del 6-BAP

Se determinó que el 6-BAP influyó en la multiplicación in vitro de B vulgaris. La emisión de

nuevos brotes por planta se hizo visible a partir de la segunda semana de cultivo. A la

tercera semana de cultivo las nuevas plantas se desarrollaron en altura y expandieron sus

nuevas hojas.

A los 20 días de cultivo se observó que el número de brotes por planta se incrementó a

medida que fue mayor la concentración de 6-BAP en el medio de cultivo. Los mayores

valores en cuanto al número de brotes por planta se alcanzaron  cuando se emplearon 6,0

mg.L-1 de 6-BAP, con diferencias significativas con el resto de los tratamientos (Tabla 2). Sin

embargo, no se encontraron diferencias significativas para la variable número de hojas

expandidas, la cual oscilo entre 1,30 a 1,60.

Tabla 2. Efecto del 6-BAP en la multiplicación in vitro de Bambusa vulgaris.
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Rango Medios con letras diferentes dentro de una misma columna,  difieren significativamente (p<0,05) según Kruskall  Wallis

El tratamiento control sin regulador de crecimiento no favoreció la emisión de nuevos brotes,

a diferencia de los demás tratamientos a los que le fue adicionado el 6-BAP en el medio de

cultivo (Figura 9).

Estos resultados no difieren de los obtenidos por Saxena y Bhojwani  (1993) quienes

alcanzaron un incremento en la formación de brotes por planta al emplear 6,0 mg.L-1 de 6-

BAP durante la multiplicación in vitro de D. longispathus.

Autores como Arya et al. (1999) para D. asper; Kapoor y Rao (2006) para B. bambos;

Ramanayake et al. (2006) para B. vulgaris;  Jiménez et al. (2006) para G. angustifolia,

destacan el papel fundamental que juega el 6-BAP en la proliferación de plantas durante la

multiplicación in vitro.

Concentraciones
de

6-BAP ( mg.L-1)

Número
de brotes/

planta

Rango
medio

Altura  de
las planta

(cm)

Rango
medio

0 1,0 14,0 d 6,18 69,6 a
3,0 1,75 31,2 c 5,35 41,5 b
4,5 3,25 51,2 b 4,86 21,7 c
6,0 4,70 65,5 a 5,04 29,1 c
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a                                                                b
Figura 9. Plantas de Bambusa vulgaris var. vulgaris a los 20 días de cultivo en fase de multiplicación.
(a) en medio de cultivo sin regulador de crecimiento y (b) en medio de cultivo líquido con 6-BAP (6,0
mg.L-1).

Por otra parte, en cuanto a la altura de las plantas, se observaron diferencias significativas

entre los tratamientos. A medida que se incrementó la concentración de 6-BAP en el medio

de cultivo líquido se apreció un decrecimiento en la altura de las planta, no ocurrió así en el

tratamiento control sin regulador de crecimiento, en el cual se alcanzaron los valores más

altos de altura (Tabla 2).

Al respecto, Barceló et al. (2007) señalaron que el uso de las citoquininas, en particular el 6-

BAP estimula la formación de plantas durante la multiplicación in vitro. Las citoquininas

además, intervienen en la emisión de nuevas hojas, pero reducen el desarrollo en altura de

las planta y favorecen el ensanchamiento de las células ocasionando aumento del diámetro

de las secciones y como consecuencia, un aumento de la masa fresca y seca sin que exista

alargamiento.

Se ha destacado en la literatura científica la disminución de la altura de las planta al emplear

concentraciones mayores de 7,0 mg.L-1 de 6-BAP, esto puede considerarse una limitante en

la multiplicación in vitro de los bambúes (Bag et al., 2000). Al respecto, Arya y Arya (2001)

destaca el efecto de las altas concentraciones de las citoquininas y en particular el 6-BAP en

la formación de plantas pequeñas y de poco grosor para D. asper.

En otras especies de bambúes se muestran los efectos de disminución de la altura al

emplear concentraciones mayores de 6-BAP (8,0 mg.L-1) Arya y Arya, (2001).

En sentido general el 6-BAP es el regulador del crecimiento más empleado para la

propagación de los bambúes y sus concentraciones varían en dependencia del genotipo

estudiado, para B. vulgaris var. vulgaris no existen en la literatura internacional referencias al

respecto.

4.2.2- Efecto del estado físico del medio de cultivo
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Se determinó que el estado físico del medio de cultivo influyó en la multiplicación in vitro de

B. vulgaris.

Durante la multiplicación in vitro de B. vulgaris en medio de cultivo líquido, se observó la

formación de nuevos brotes a partir de la segunda semana de cultivo. Sin embargo, en el

medio de cultivo semisólido se retardó la emisión de nuevos brotes, estos no fueron visibles

hasta los 17 días de cultivo.

Cuando se empleó el medio de cultivo líquido la emisión de nuevos plantas se favoreció, se

formaron 4,60 brotes por cada planta, mientras que al emplear medio de cultivo semisólido

solamente se formó como promedio un brote (Figura 10). Estos valores difirieron

significativamente (Tabla 3).  Sin embargo, el estado físico del medio de cultivo no provocó

diferencias significativas entre los tratamientos cuando se analizaron las variables altura de

las plantas y número de hojas expandidas.

      (a)                                                                 (b)

Figura 10. Plantas de Bambusa vulgaris var. vulgaris a los 20 días de cultivo, (a) en medio de cultivo
líquido y (b) en medio de cultivo semisólido.

Desde el punto de vista cualitativo se pudieron apreciar diferencias en cuanto al color de los

plantas. Los brotes desarrollados en medio de cultivo líquido mostraban una coloración
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verde-intensa con respecto a la coloración verde-opaca de los obtenidos en medio de cultivo

semisólido.

Tabla 3. Efecto del estado físico del medio de cultivo en la multiplicación in vitro de
B.vulgaris.

Medias con letras diferentes dentro de una misma columna,  difieren significativamente (p<0,05) según Mann-Whitney

La poca emisión de plantas en el medio de cultivo semisólido puede deberse a múltiples

causa, una de ellas puede ser la presencia de fenoles en la zona de la base de las plantas.

Autores como  Nadgauda et al. (1997) describen que en la base de las plantas in vitro de B.

arundinacea se acumularon fenoles y esto se asoció a un lento crecimiento de los plantas al

emplear medio de cultivo semisólido. Estos mismos autores señalan que el lento crecimiento

de los brotes pudiera atribuirse a las barreras físicas que impone el estado físico semisólido

del medio de cultivo.

Coinciden con nuestros resultados Hernández y Gatica (2001) para B. vulgaris; Ndiaye et al.

(2006) para B. vulgaris var vittata; Eiman et al. (2008) para Oxytenanthera abyssinica,

señalaron la escasa formación de brotes por planta al emplear medio de cultivo semisólido

en comparación con el medio de cultivo líquido.

Un gran número de artículos científicos relacionados con la multiplicación in vitro de  los

bambúes hacen referencia al empleo del medio de cultivo líquido durante esta etapa, debido

a los efectos positivos sobre el incremento del número de brotes por planta y en el

coeficiente de multiplicación en varias especies de bambúes (Arya et al., 2001). En el medio

de cultivo en estado líquido las plantas se encuentran parcialmente sumergidos, propiciando

una mejor absorción de los nutrientes y por ende un mayor crecimiento y desarrollo del

Estado físico del
medio de cultivo

Número de brotes /
planta

Rango medio

Líquido

Semisólido

4,60

1,0

30,50 a

10,50 b
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explante (Sandal et al., (2001). Además, aumenta la difusión gaseosa dentro y fuera de las

células del tejido y el crecimiento se hace más rápido (George et al., 2008).

Por su parte, autores como Mishra et al. (2007) en B. tulda; Shirin y Rana (2007) en B.

glaucescens; Ramanayake et al. (2008) en B. atra, D. giganteus y D.hookeri; Sayanika  y

Sharma (2009) en Arundinaria callosa y Rajneesh y Hyamal (2009) en D.Hamiltonii, han

corroborado el incremento del número de brotes por planta al emplear medio de cultivo

líquido.

Los resultados demostraron que el medio de cultivo líquido favorece la emisión de nuevos

brotes lo que se relaciona directamente con el incremento en el coeficiente de multiplicación

y finalmente en el número de plantas para ser transferidas a fase de enraizamiento.

4.2.3 Efecto del número de subcultivo

Se determinó que el número de subcultivo influyó en el coeficiente de multiplicación de

B.vulgaris.

Desde el punto de vista cualitativo no se observaron variaciones en las características de las

plantas. No fueron visibles síntomas de hiperhidricidad a pesar de que todos los subcultivo

se realizaron en medio de cultivo líquido y que esta es una especie leñosa. De manera

general las plantas in vitro mantuvieron una coloración verde intenso, característico de la

especie B. vulgaris (Figura 11).
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Figura 11. Plantas de Bambusa vulgaris en el quinto subcultivo en medio de cultivo líquido.

El coeficiente de multiplicación, se incrementó a medida que se aumentó el número de

subcultivo. En el quinto subcultivo de multiplicación se obtuvo un coeficiente de multiplicación

de 3, 0 (Figura 12).

S = 0.08106435
r = 0.99705146
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Figura 12. Curva de coeficiente de multiplicación en plantas de Bambusa vulgaris.

y=1.16+0.54285714x+0.085714286x2



Resultados y discusión

Investigadores como Ramanyake et al, (2006) para B. vulgaris var vittata alcanzaron un

incremento en el coeficiente de multiplicación al extender el número de subcultivo  hasta el

noveno.

Por su parte, Mishra et al. (2007) y Shirin y Rana (2007)  alcanzaron un coeficiente de

multiplicación de 3,20 y 4,0 al quinto subcultivo de multiplicación in vitro de B. tulda y B.

glaucescens. Ramanayake et al. (2008) en B. atra, D. giganteus y D. hookeri alcanzaron un

coeficiente de multiplicación de 3,0 y 4,2 respectivamente al sexto subcultivo de

multiplicación in vitro. Los valores antes referidos son cercanos a los obtenidos en el

presente trabajo para la especie B. vulgaris.

El empleo de medios de cultivo líquido permitió que las yemas axilares presentes en los

tallos de las plantas brotaran al ponerse en contacto directo con el medio de cultivo. Este

aspecto influyó en el incremento del coeficiente de multiplicación, especialmente a partir del

tercer subcultivo de multiplicación. La brotación de estas yemas se tuvo en cuenta para el

manejo de las plantas in vitro durante los subcultivo (Figura 11).

Al respecto, Saxena (1990) señaló que los bajos coeficientes de multiplicación constituyen

una de las principales limitantes para la multiplicación in vitro de bambúes, lo cual puede

estar relacionado con el manejo del explante, los reguladores de crecimiento y el estado

físico del medio de cultivo. Muchos artículos científicos hacen referencia a la forma en la que

deben ser subcultivados los explantes de bambú todos ellos coinciden en mantener

pequeños grupos de plantas al momento de transferirlas. Dicho método contribuye al

incremento de los coeficientes de multiplicación y evita la muerte de las plantas (Saxena,

1990; Prutpongse y Gavinlertvatana, 1992; Ramanayake y Yakandawala, 1997; Ravikumar

et al., 1998; Ramanayake et al., 2001). Específicamente para G.angustifolia Jiménez et al.

(2006) obtuvieron incrementos en el coeficiente de multiplicación al dividir las plantas en

grupos de tres durante la multiplicación in vitro de esta especie.
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Por su parte, autores como Yasodha et al. (2007) incrementaron el coeficiente de

multiplicación, al dividir las plantas de B. nutans en grupos de tres y cuatro en medio de

cultivo en estado líquido durante la multiplicación in vitro de esta especie. Al igual que, Dutta

y Borthakur (2009) para B. balcooa aumentaron su coeficiente de multiplicación a 4,0 al

emplear medio de cultivo líquido.

Autores como Sood et al. (1992) y Ramanayake et al. (2001), destacan el efecto que

presenta el número de subcultivo durante la multiplicación in vitro en el incremento del

coeficiente de multiplicación cuando se emplean medios de cultivo líquidos. Estos mismos

autores señalaron la importancia del manejo de las plantas para el incremento del coeficiente

de multiplicación, ya que se ha demostrado en la mayoría de especies de bambúes la muerte

de los plantas una vez que estos se  individualizan en el momento del subcultivo.

Los resultados demostraron que durante la fase de multiplicación de la especie B. vulgaris

puede ser empleado el medio de cultivo líquido para la multiplicación de las plantas. También

se puede afirmar que hasta el quinto subcultivo de multiplicación se producen incrementos

en el coeficiente de multiplicación, adicionando 6,0 mg.L-1 de 6 BAP.

4. 3 Enraizamiento in vitro de B. vulgaris var vulgaris

4.3.1 Efecto de AIB

Se determinó que las diferentes concentraciones de AIB influyeron en el enraizamiento in

vitro de B.vulgaris var. vulgaris y estimuló la emisión de raíces con geotropismo negativo.

Las primeras raíces fueron visibles a los 12 de colocadas las plantas en los medios de

cultivos con AIB, independientemente de la concentración adicionada

A los 20 días de cultivo (Etapa 1) había incrementado el número de plantas con raíces

(Figura 13) y se mostraron diferencias significativas entre los tratamientos con respecto al

variable porcentaje de plantas con raíz.
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Figura 13. Plantas de Bambusa  vulgaris con emisión de raíces a los 20 días de cultivo (Etapa 1).

Se observaron diferencias significativas en aquellos tratamientos  donde se empleó el AIB

como regulador de crecimiento en el medio de cultivo líquido, con diferencias significativas

respecto al tratamiento control sin regulador de crecimiento (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto del AIB en el enraizamiento in vitro de B. vulgaris (Etapa 1).

Medias con letras diferentes dentro de una misma columna,  difieren significativamente  (p<0,05) según Kruskall  Wallis

Durante esta primera etapa se observó, la presencia de raíces pequeñas con  geotropismo

negativo, en aquellos tratamientos donde estaba presente el AIB como regulador del

crecimiento, mientras que en el tratamiento control se observó la presencia de raíces

pequeñas pero con geotropismo positivo (Figura 12). Las raíces emitidas solamente tuvieron

una longitud entre 0,1 cm y 1,60 cm y las plantas mostraron alturas entre 4,62 cm y 6,05 cm.

Luego de 20 días en el medio de cultivo líquido libre de reguladores de crecimiento (Etapa 2)

se incrementó el número de plantas con raíces y la altura de las mismas. Los mayores

Concentraciones
AIB

(mg. L-1)

Número de
plantas
con raíz

(%)

Rango
medio

Longitud
de la raíz

(cm)

Rango
medio

Altura
de las

plantas
(cm)

Rango
medio

               0 5,0 34,0 b 0,1 33,7 b 5,77 44,45 ab
10,0 15,0 38,0 ab 0,45 38,17 ab 6,05 46,93 a
15,0 45,0 50,0 a 1,60 51,33 a 5,32 40,28 ab
20,0 20,0 40,0 ab 0,06 38,8 b 4,62 30,35 b
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valores se alcanzaron al emplear 15 mg.L-1 de AIB, con diferencias significativas con el resto

de los tratamientos (Tabla 5).

Tabla 5. Efecto del   AIB en el enraizamiento in vitro de Bambusa vulgaris (Etapa 2).

Medias con letras diferentes dentro de una misma columna,  difieren significativamente (p<0,05) según Kruskall  Wallis

Durante la segunda etapa de enraizamiento, se observó un aumento en la longitud de las

raíces, pero al igual que en la primera etapa, mantenían el geotropismo negativo en aquellos

tratamientos donde estaba presente el AIB como regulador del crecimiento, mientras que en

el tratamiento control, se observó un aumento en el largo de las raíces y mantenían el

geotropismo positivo  (Figura 14).

Una vez que estas plantas se trasfirieron a fase de aclimatización, se alcanzó un 43,5% de

supervivencia independientemente del tratamiento de procedencia, sin diferencias

significativas.

La presencia del geotropismo negativo  en las raíces emitidas por plantas de B. vulgaris

pudiera deberse, fundamentalmente al efecto marcado que presenta el etileno, sobre el

bloqueo del movimiento normal de la auxina en respuesta a la gravedad. Una vez que las

concentraciones de AIB se aumentaban en el medio de cultivo, pudo incrementarse en gran

medida la síntesis de etileno, ya que la presencia de auxina constituye un requisito necesario

para la conversión de ácido 1-aminociclopropano 1-carboxílico (ACC) a etileno. La

biosíntesis de etileno es controlada por la auxina en el paso de S-adenosilmetionina (SAM) a

ACC, probablemente mediado por un incremento de ACC sintetasa causada por la auxina

(Barceló et al., 2007).

Concentraciones
AIB

(mg.L-1)

Número de
plantas
con raíz

(%)

Rango
medio

Longitud
de la raíz

Rango
medio

Altura  de
las plantas

(cm)

Rango
medio

0 15,0 27,5 b 1,20 27,53 b 5,77 44,45 ab
10,0 25,0 31,50 b 1,18 27,85 b 6,05 46,93 a
15,0 100,0 61,50 a 9,13 66,0 a 5,32 40,28 ab
20,0 50,0 41,50 b 3,76 40,63 b 4,62 30,35 b
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De esta forma, el etileno bloquea el movimiento normal de la auxina en respuesta a la

gravedad. Precisamente, la concentración de auxina disminuye en la parte inferior del tallo, a

causa del bloqueo del movimiento auxínico en respuesta a la gravedad y por lo tanto las

raíces que se forman presentan un geotropismo negativo, además de presentar poca

diferenciación (Vázquez y Torres, 2006).

Sin embargo, en aquellos tratamientos en los cuales no se adicionaron auxinas (AIB) en el

medio de cultivo (tratamiento control), las raíces emitidas mostraban un geotropismo positivo,

en este caso la auxina pudo pasar de la superficie superior a la inferior del tallo, la parte

superior donde dicha concentración es más baja crecerá más rápido  que la inferior del tallo

y dará como resultado una curvatura geotrópica positiva en la raíz (Vázquez y Torres, 2006).

Aunque en la literatura científica no se hace referencia al geotropismo negativo en raíces in

vitro de bambúes, este fenómeno ha sido informado en otras especies de plantas como

Solanum tuberosum por Gopal et al. (1998)

                                   (a)                                                                  (b)

Figura 14. Plantas de Bambusa vulgaris var. vulgaris con emisión de raíces a los 20 días de cultivo (a)
Tratamiento sin AIB  y (b) Tratamiento con AIB (15 mg.L-1).

Al respecto, Kumar y Divakara (2001) señalaron que los bajos porcentajes de enraizamiento

in vitro constituyen unos de los principales problemas durante la organogénesis directa en

varias especies de plantas fundamentalmente en bambúes, la cual puede estar relacionada
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con la altura del explante, los reguladores de crecimiento y el estado físico del medio de

cultivo.

Ramanayake et al. (2008) alcanzaron porcentajes de enraizamiento in vitro de 88,9% y

96,7% en D. hookeri y un 45,6% en D. giganteus al emplear TDZ durante esta etapa.Todos

estos resultados superiores a los obtenidos en este experimento.

Arshad et al. (2005) realizaron la fase de enraizamiento in vitro en dos etapas. Describen la

presencia de raíces pequeñas durante la primera etapa de enraizamiento in vitro de B.

wamin. Posteriormente, una vez que  estos plantas se transfirieron a una segunda etapa a

un medio de cultivo MS simple lograron también un incremento en el porcentaje de  de

explantes con raíces y en la longitud de las mismas en 12,54 cm.

Por su parte, Rathore y Rai (2005) y  Kapoor y Rao (2006) sugirieron para la inducción del

enraizamiento in vitro de P. stocksii y B. bambos el empleo de bajas concentraciones de

AIB.

De forma general se ha demostrado que el empleo de AIB en la primera etapa y

posteriormente  el empleo del medio de cultivo MS en la segunda etapa del enraizamiento in

vitro en especies de bambúes ha sido beneficiosa para la inducción del raíces in vitro. Sin

embargo, en B. vulgaris var vulgaris no tuvo un efecto positivo, ya que los requerimientos en

cuanto a tipo y concentraciones de reguladores del crecimiento varían en función de la

especie (Marulanda et al. ,2002).

4.3.2 Efecto de TDZ

Durante la primera fase de enraizamiento in vitro de B. vulgaris la adición del TDZ al medio

de cultivo no estimuló la emisión raíces, pero no existieron diferencias significativas en la

variable altura entre 5,41y 7,51 (Figura 15).
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Figura 15. Plantas de Bambusa vulgaris cultivados durante 20 días en medio de cultivo con TDZ
(Primera etapa de enraizamiento).

Durante la segunda etapa del enraizamiento se emitieron las raíces en todos los tratamientos

(Figura 16).

El mayor porcentaje de plantas con raíces (88,2%) se obtuvo en el tratamiento que se

empleó 0,6 mg.L-1 de TDZ, en este mismo tratamiento las plantas alcanzaron 6,96 cm de

altura y las raíces como promedio alcanzaron una longitud de 9,55 cm.  Todas estas

variables mostraron diferencias significativas con el resto de los tratamientos (Tabla 6).

Tabla 6. Efecto del  TDZ en el enraizamiento in vitro de Bambusa vulgaris

Medias con letras diferentes dentro de una misma columna,  difieren significativamente (p<0,05) según Kruskall  Wallis

El número de plantas con raíces se incrementó a medida que se aumentó la concentración

de TDZ.  Sin embargo cuando se adicionaron concentraciones de TDZ de 0,1 y 0,3 mg.L -1

no existieron diferencias con el tratamiento control.

Las raíces emitidas tenían geotropismo positivo (Figura 16). En este caso la presencia del

geotropismo positivo, pudiera deberse, a la marcada influencia que ejercen las citoquininas

Concentracio
nes de TDZ

(mg.L-1)

Número de
plantas con

raíces

Rango
medio

Longitud/
raíz (cm)

Rango
medio

Altura/
plantas

(cm)

Rango
medio

0 12,0 24,0 b 0,82 23,4 c 5,22 11,6 d
0,1 24,0 28,0 b 1,24 26,3 bc 5,50 29,0 c
0,3 47,0 36,0 b 5,03 37,0 b 5,87 39,0 b
0,6 88,0 50,0 a 9,55 51,1 a 6,96 58,2 a
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en la inhibición de la síntesis de etileno y en especial el TDZ que es un compuesto de las

fenilureas que presenta alta actividad citoquíninica es decir, que son activos por derecho

propio (George et al., 2008).

Figura 16. Plantas de Bambusa vulgaris con emisión de raíces a los 20 días de cultivo (Etapa 2).

Una vez que estas plantas se trasfirieron a fase de aclimatización, se alcanzó un 48,0% de

supervivencia independientemente del tratamiento de procedencia, sin diferencias

significativas.

De esta forma, el TDZ controla la biosíntesis del etileno en el paso de S-adenosilmetionina

(SAM) a ACC, lo cual provoca la inactivación de la ACC sintatasa y por lo tanto se inhibirá la

síntesis de etileno (Barceló et al., 2007). En este caso la auxina pasa de la superficie

superior a la inferior, la parte superior donde dicha concentración es más débil crecerá más

rápido  que la inferior  y dará como resultado una curvatura geotrópica positiva en la raíz.

Estas raíces serán más diferenciadas que las raíces que presentan un geotropismo negativo

(Vázquez y Torres, 2006).

Sin embargo, en el tratamiento control donde no se empleó TDZ, se logró la emisión de

raíces en menor cantidad que los demás tratamientos, debido a que no presentaba el efecto

inductor del TDZ para el enraizamiento in vitro.
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Estos resultados guardan relación con los descritos por Ramanayake et al. (2001) quienes

alcanzaron un 100% de enraizamiento cuando emplearon TDZ durante la segunda etapa del

proceso de enraizamiento in vitro de D. giganteus.

Por otra parte, Murch y Saxena (2001) señalaron la influencia positiva del TDZ como

estimulador para el enraizamiento in vitro, debido a su posibilidad de incrementar la

absorción de auxinas en el medio de cultivo y su posterior movilidad a los tejidos, para la

emisión de raíces in vitro  en B. vulgaris.

Al respecto Ramanayake et al. (2006) obtuvieron un 95,0% de enraizamiento in vitro cuando

emplearon TDZ como pretratamiento en plantas in vitro de B. vulgaris. Por otra parte

Ramanayake et al. (2008) alcanzaron entre un 88,9% y un 96,7% de enraizamiento en B.

atra, D. giganteus y D. hookeri empleando el TDZ como regulador del crecimiento en la

primera fase del enraizamiento. De forma general se ha demostrado que el empleo de TDZ

en la primera etapa y posteriormente el empleo del AIB (15 mg.L-1) en la segunda etapa

durante el enraizamiento in vitro en otras especies de bambúes ha sido beneficiosa para la

inducción y emisión de raíces in vitro en esta especie.

Al realizar los cortes histológicos a las raíces emitidas, se observó claramente la disposición

del cilindro central, parénquima cortical y la epidermis constituida por una capa de células de

paredes delgadas, sin espacios intercelulares y recubiertos por una cutícula con tricomas

pluricelulares glandulares simples.   Además, se comprobó mediante el corte histológico

transversal a plantas de B. vulgaris obtenidas durante este experimento, que el TDZ tuvo

efecto positivo en la diferenciación de los tejidos de la raíz y su conexión con el sistema

vascular de la planta  y su desarrollo a fase de aclimatización (Figura 17).
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Figura 17. Cortes transversales de raíces in vitro de Bambusa vulgaris var. vulgaris con geotropismo
positivo.

Los métodos histoquímicos en  investigación botánica permiten el reconocimiento de la

complejidad  morfológica  de  los  tejidos  de  la  planta.  El análisis histológico podría ser una

herramienta muy valiosa por lo rápido y sencillo en la visualización de primordios radicales

para determinar con anterioridad la eficacia de un tratamiento aplicado para acelerar y

mejorar el enraizamiento in vitro, sin necesidad de esperar el período completo que según su

potencialidad emplee la especie a enraizar (Maldonado et al., 2005).

Específicamente en especies de bambúes, Yasodha et al. (2007) realizó análisis

histológicos, con el objetivo de determinar el efecto del AIB y la glucosa sobre el

enraizamiento in vitro de Bambusa nutans.

Cilindro vascular

Epidermis

Parénquima
cortical
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Es importante destacar que la realización de estos análisis histológicos han servido de gran

ayuda para demostrar el grado de diferenciación de las raíces in vitro de B. vulgaris

obtenidas tanto por diferentes concentraciones de  TDZ.

Cuando las plantas obtenidas en el presente experimento fueron llevadas a fase de

aclimatización no se observaron diferencias estadísticas entre los tratamientos respecto a los

porcentajes de supervivencia luego de transcurridos 30 días. Entre el 50,0% y el 61,5% de

las plantas sobrevivieron en fase de aclimatización.

En la figura  18  se muestra un protocolo de trabajo que resumen los principales resultados

obtenidos en el presente trabajo. De manera resumida se propone por primera vez un

protocolo de trabajo para la propagación in vitro de B. vulgaris var. vulgaris. Es importante

contar con la posibilidad de propagar esta especie empleando técnicas de cultivo de tejidos

pues B. vulgaris var. vulgaris es la especie de bambú mejor adaptada a los ecosistemas

cubanos. Los resultados obtenidos constituirán una alternativa para la propagación de

grandes volúmenes de plantas para el escalado comercial en viveros y fincas con fines de

reforestación.

El protocolo de trabajo se basa en  la regeneración de plantas vía organogénesis directa a

partir de yemas axilares de plantas desarrolladas en casa de cultivo. En todas las fases  de

la propagación se emplea medio de cultivo líquido, esto favoreció el desarrollo morfológico

de las plantas in vitro, facilitó las operaciones y disminuyó el costo. Se definió la época de

seca como la ideal para el establecimiento in vitro de las yemas axilares. Otra novedad

dentro de la metodología fue la inducción y formación de raíces in vitro de B. vulgaris.
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Figura 18. Esquema propuesto para desarrollar la propagación vía organogénesis de Bambusa
vulgaris var. vulgaris.

Plantas de B. vulgaris  propagadas
vegetativamente Establecimiento in vitro

6-BAP (3,0 mg.L-1)
A los 20 días de cultivo

Multiplicación in vitro
6-BAP (6,0 mg.L-1)

A los 20 días de cultivo, con un CM de 3,0

Enraizamiento in vitro
Etapa 1: TDZ (0,6 mg.L-1).

Etapa 2: AIB (15 mg.L-1)  y sacarosa (20 mg.L-1). A los
20 días de cultivo con un (88,2%)

Plantas en fase de aclimatización
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5. CONCLUSIONES

Conclusiones:

v Se determinó que la época del año influyó en el establecimiento in vitro de B. vulgaris

var. vulgaris. El mayor número de yemas brotadas (99%) y de explantes libres de

contaminantes microbianos visibles (98%), se logró entre los meses de enero-abril y

noviembre-diciembre.

v Se determinó que el 6-BAP influyó en la brotación de las yemas axilares durante la

fase de establecimiento in vitro. Al adicionar al medio de cultivo una concentración de

6-BAP de 3,0 mg.L-1 se emitió el mayor número de brotes por plantas (2,81).

v El estado físico del medio de cultivo influyó en la multiplicación in vitro de B. vulgaris

var. vulgaris. El mayor coeficiente de multiplicación (3,0) se logró después de cinco

subcultivos de multiplicación en medio de cultivo en estado líquido.

v Se definió que tanto el AIB como el TDZ influyeron en el enraizamiento in vitro de B.

vulgaris var. vulgaris. Al adicionar al medio de cultivo TDZ (0,6 mg.L-1) se obtuvieron

los mayores porcentajes de formación de raíces (88,2%) y estas fueron emitidas

mostrando un geotropismo positivo.
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6. RECOMENDACIONES

Recomendaciones

ü Establecer yemas axilares de B. vulgaris var. vulgaris en los meses comprendidos

entre enero-abril y noviembre-diciembre.

ü Evaluar la influencia de concentraciones superiores a 3,0 mg. L-1 de 6 BAP en el

establecimiento in vitro de yemas axilares de B. vulgaris var. vulgaris .

ü Evaluar en la fase de multiplicación la respuesta in vitro de B. vulgaris var. vulgaris

después del quinto subcultivo.

ü Emplear los medios de cultivo en estado líquido para la multiplicación y enraizamiento

in vitro de B. vulgaris var. vulgaris.
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Anexos

ANEXOS

Anexo1. Datos promedios mensuales de temperatura, humedad relativa y precipitaciones en el
año 2009 tomados de la provincia de Villa Clara.

Meses % de yemas
axilares
brotadas

% de explantes
libres de

contaminantes
microbianos

visibles

Temperatura
media
(°C)

Humedad
relativa

media (%)

Precipitaciones
(mm)

Enero 98 95 22 77 3,0
Febrero 100 96 20 75 2,9
Marzo 100 97 21 71 4,0
Abril 97 98 24 71 8,5
Mayo 87 30 26 82 100
Junio 80 26 27 78 76
Julio 75 24 28,7 78 42,2

Agosto 75 21 28,9 79 51,8
Septiembre 70 18 27,8 81 60

Octubre 65 14 27 81 24
Noviembre 87 90 25,6 80 25
Diciembre 95 94 25 80 8,7
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