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Resumen

En la propagacion de bambues, se utilizan generalmente métodos de reproduccion asexual
debido a que la floracion de estas especies solo se presenta a intervalos o ciclos muy largos.
La micro propagacion es una alternativa para superar los problemas que se presentan en la
propagacion convencional de estas especies. El objetivo de este trabajo fue contribuir al
desarrollo del protocolo para la propagacion in vitro de Guadua weberbaueri, mediante la
obtencion de explantes libres de patogenos para su desarrollo en un medio de multiplicacion.
Se aplicaron tres tratamientos de desinfeccion usando alcohol al 70%, hipoclorito de sodio a
diferentes concentraciones y Tween 20. El mejor tratamiento fue el tratamiento 3, que consistio
en una limpieza con hipoclorito de sodio al 2,5% por 10 minutos, y una segunda desinfeccion
con hipoclorito de sodio al 1,5% por 3 minutos. En la fase de iniciacion se probaron tres
medios basales: MS, MS modificado y 1/2MS. El medio de cultivo mas adecuado resultd
ser el medio MS. Se hicieron ensayos preliminares de multiplicacion con tres medios: MS
+ bencilaminopurina + acido naftalenacético; MS modificado + bencilaminopurina y MS +
tidiazurén + acido naftalenacético. El medio de multiplicacion que beneficid el desarrollo de
brotes de Guadua weberbaueri fue el medio MS modificado mas 2 mg/l de bencilaminopurina.

Palabras clave: micro propagacion; bambues; cultivo in vitro; desinfeccion; cultivo de
tejidos.

Abstract

Bamboo species are propagated via asexual reproduction methods because the flowering of
these species only occurs at very long intervals or cycles. Micropropagation is an alternative
to overcome the problems that arise in the conventional propagation of these species.
This research aims to contribute with the protocol for the in vitro propagation of Guadua
weberbaueri by obtaining explants free of patogens for its application in a multiplication
medium. To achieve the micropropagation of Guadua weberbaueri, three disinfection
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treatments were tested using 70% alcohol, sodium hypochlorite at different concentrations
and Tween 20. The best treatment was treatment 3, which consisted in cleaning with 2,5%
sodium hypochlorite for 10 minutes and then a second disinfection with 1,5% sodium
hypochlorite for 3 minutes. For the initiation phase, three basal mediums were tested: MS,
modified MS and 1/2MS. The most suitable culture medium for Guadua weberbaueri turned
out to be the MS medium. In addition, preliminary multiplication trials were carried out
with three mediums: MS + benzylaminopurine + naphthaleneacetic acid, modified MS +
benzylaminopurine and MS + thidiazuron + naphthaleneacetic acid. The multiplication
medium that showed the best behavior for the development of Guadua weberbaueri was MS
modified plus 2 mg / | of benzylaminopurine.

Keywords: in vitro culture; bamboo; micropropagation; tissue culture; nodal explants.

1. Introduccion

Las plantas de bambi se encuentran
distribuidas en todo el mundo, agrupadas
en 75 géneros y 1250 especies. Aunque
la mayoria se presenta en los trépicos, se
encuentran también en zonas subtropicales y
temperadas (Mudoi et al., 2013). En nuestro
pais, se pueden encontrar 8 géneros y 36
especies de bambu, distribuidos en costa,
sierra y selva. Dentro de las 36 especies,
existen algunas exoticas y nativas como
la Guadua angustifolia, Dendrocalamus
asper, Guadua weberbaueri y Guadua
sarcocarpa, entre otras. Cabe resaltar que,
en los departamentos de Pasco y Cusco, se
encuentra la mayor diversidad de especies,
pero que la mayor area cubierta de bambu
se encuentra en Madre de Dios y Amazonas
(Londoiio, 2012).

Por la presencia que tiene el bambu en el
Peru, el amplio rango de usos que presenta
y el importante potencial de mercado a nivel
mundial, el cultivo de bambu tiene una
importancia econémica que puede beneficiar
al pais (Lopez, 2011). Su rapido crecimiento,
corto periodo de rotacion, la proteccion que
brinda a los suelos y su aptitud como captador
de CO,, hacen que el bambt tenga también
una gran importancia social y ambiental.
Debido a las caracteristicas mencionadas, en
varias regiones del pais el bambu es usado
como material de construccion en obras de
defensa riberefia y para la elaboracion de
artesanias.

Actualmente, el conocimiento que se
tiene de las especies de bambu nativas del
Pert es limitado tanto en taxonomia, como
en propagacion e industrializacion. Por esa
razon, la mayoria de especies nativas no son
aprovechadas optimamente, desperdiciando
su gran potencial de uso.

Guadua weberbaueri es una especie
nativa que, al igual que el resto de especies
de bamb, tienen un periodo vegetativo muy
largo y llegan a la floracion después de 30
o 35 afios. Por ese motivo, la propagacion
de estas especies se hace por el método de
propagaciéon vegetativa utilizando ramas,
rizomas u otras partes de la planta. Sin
embargo, estos métodos no son los mejores
cuando se quiere hacer una propagacion a
gran escala. Para satisfacer la alta demanda
que existe de este recurso en el pais, se debe
tener un método de propagacion que permita
obtener grandes cantidades de plantulas y
que permita el desarrollo de plantaciones con
plantas de calidad.

Actualmente, en el mundo se utiliza
la micro propagacion como la principal
biotécnicaaplicadaavariasespeciesdebamb:
Dendrocalamus  strictus, Dendrocalamus
asper y Bambusa glaucescens, por citar
algunas (Marulanda et al., 2005). Este tipo
de propagacion tiene ventaja sobre los demas
métodos debido a la multiple obtencion de
material que se consigue a partir de una yema
meristematica, ya que la multiplicacion es
logaritmica, ademas se facilita el intercambio
de germoplasma a nivel internacional por el
tamafo de la muestra (Londoflo, 2012).

Este trabajo tiene como objetivo
contribuir al desarrollo del protocolo para la
propagacion in vitro de Guadua weberbaueri
mediante la obtencion de explantes libres de
virus o bacterias para su instalacion en un
medio de multiplicacion.

2. Materiales y métodos

El estudio se llevo a cabo en los ambientes
del laboratorio de cultivo de tejidos del
Instituto de Biotecnologia (IBT) de la
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Universidad Nacional Agraria La Molina. El
material vegetal utilizado (segmento nodal)
fue colectado de ramas primarias de sesenta
plantas de Guadua weberbaueri provenientes
de Satipo, regiéon Junin; las cuales se
obtuvieron mediante propagacion por rizoma
con segmentos de culmo.

Las plantas de Guadua weberbaueri
se mantuvieron en un invernadero de
policarbonato durante todo el tiempo que durd
la investigacion. Se les aplico un fungicida de
amplio espectro (Benlate) a 2 mg/L y Phyton
2 ml/L a nivel foliar, cuatro semanas previas
a la introduccion de explantes. La frecuencia
de aplicacion fue interdiaria. Esto se hizo con
el fin de disminuir la contaminacién de los
explantes. El riego se hizo con agua destilada,
tres veces por semana.

Seleccion del explante

Se seleccionaron segmentos nodales con una
yema, de la parte media de ramas primarias
de Guadua weberbaueri con las mejores
caracteristicas fenotipicas (hojas mas verdes
y sanas, altura de 60 cm, vigorosas) como lo
proponen Corrales (2017) y Marulanda et al.
(2005). Se cortaron los explantes con tijera
de podar esterilizada con alcohol al 96%.
Los explantes fueron llevados al laboratorio
en un frasco previamente esterilizado.

Desinfeccion de explantes

Los tratamientos utilizados para la
desinfeccion de los explantes de Guadua
weberbaueri se basaron en trabajos realizados
en la especie Guadua angustifolia, especie
del mismo género que ha sido mas estudiada.

La desinfeccion y limpieza de explantes
se hizo fuera y dentro de la camara de
siembra. Se propusieron tres tratamientos de
desinfeccion para la desinfeccion dentro de la
camara de flujo laminar.

El tratamiento fuera de camara se baso
en el propuesto por Corrales (2017). Este
consistio en el lavado de los explantes en
detergente comercial, a una concentracion de
20 g/l, con un cepillo de dientes, inmersion
de los explantes en una solucion de Benlate,
auna concentracion de 5 g/0,51, por una hora,
e inmersion de los segmentos nodales en una
solucion de Phyton, a una concentracion de
7ml/0,51, durante una hora. Por ultimo, se
enjuagaron con abundante agua antes de ser
llevados a la camara de siembra en un frasco
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esterilizado. Cada uno de los explantes fue
cortado a 1 cm antes de ser desinfectados en
la camara de siembra.

Para la desinfeccion dentro de la camara
de flujo laminar, se probaron tres tratamientos
los cuales se muestran en la Tabla 1. El
numero de repeticiones por tratamiento fue
de 12. Cada explante fue sembrado en un
frasco con medio MS (Murashige y Skoog) al
cual se le adicion6 2ml/l de Plant Preservative
Mixture (PPM).

Tabla 1: Tratamientos de desinfeccion

Tratamientos Alcohol NaOCl NaOCl 0,5%
70%  25% 1,5% NaOCl
T1 1s 15 min - 1 min
T2 1s 6min 3 min -
T3 1s 10 min 3 min -

Ensayo de medios de cultivo

Se realiz6 un ensayo basado en el medio
basal establecido por Murashige y Skoog
(1962) (MS), con tres tratamientos los cuales
fueron: Medio MS, MS modificado (Mathur
etal., 1995)y Y2 MS.

Para el desarrollo de esta prueba, se
realizd6 nuevamente la introduccion de
segmentos nodales de ramas primarias
de Guadua weberbaueri utilizando el
tratamiento 3, el cual, de acuerdo a ensayos
preliminares realizados, resultd ser el mejor
para la desinfeccion de explantes. Por cada
tratamiento se trabajo con 10 repeticiones
y cada explante se consider6 como una
repeticion.

La preparacion de los medios de cultivo
se hizo segun el protocolo del Laboratorio
de Cultivo de Tejidos del Instituto de
Biotecnologia — Unalm. En la Tabla 2
se muestran los componentes de cada
tratamiento probado.

De acuerdo con el desarrollo de los
explantes observado en la realizacién
de las pruebas de medios de cultivo de
establecimiento, se hizo una prueba
preliminar de medios de multiplicacion.
Esta prueba orientd la investigacion en el
protocolo de propagacion in vitro de esta
especie. Los medios de multiplicacion
probados se muestran en la Tabla 3.

Lapruebaconlos medios de multiplicacion
se hizo después de dos meses de introducidos
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los explantes de Guadua weberbaueri. Se
seleccionaron las plantulas mas desarrolladas
para esta prueba. Es decir, aquellas que
median 3 cm o mads, que presentaban 2 o
mas hojas y que se observaban vigorosas. Se
utilizaron 3 repeticiones por tratamiento.

Tabla 2: Composicion de los medios de
cultivo para la fase de iniciacion

Concentracion (mg/L)

Murashige
Murashige and Skoog Murashige

Compuesto and Skoog Modificado y Skoog "2
(1962)  (Mathur et
al.,1995)
Macronutrientes
NH,NO, 1650,0 2475 825
MgSO,.7H,0 370 370 185
KNO, 1900 3800 950
CaCl,2H,0 440 440 220
KH,PO, 170 170 85
Na,-EDTA 37,3 37,3 18,65
Micronutrientes

FeSO,.7H,0 27,8 27,8 13,9
Na,MoO,2H,0 0,25 0,25 0,125
CuSO,.5H,0 0,025 0,025 0,0125
CoCl,6H,0 0,025 0,025 0,0125
KI 0,83 0,83

H,BO, 6,2 6,2 3,1
ZnS0,.7H,0 8,6 8,6 4,3

Vitaminas

Glicina 2,0 2,0 2,0
I/\\I(i:clg?inico 0.5 0.5 0,5
Piridoxina 0,5 0,5 0,5
Tiamina 0,1 0,1 0,1
myo-Inositol 100 100 100

Tabla 3: Medios de cultivo para

multiplicacion
Codigo Tratamiento Componentes
MM Medio de MS + 5mg/l de
multiplicacion I  BAP +4mg/l ANA
MS modificado
MM?2 Medio de (Mathur et al.,
multiplicacion 2 1995) + 2mg/1 de
BAP
. MS +TDZ
mmz  Mediode g 450 NAA
multiplicacion 3 2mo/l
mg
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Parametros evaluados

Los parametros evaluados en los ensayos de
desinfeccion fueron el nimero de explantes
contaminados, el nimero de explantes
limpios, el nimero de explantes muertos y
el nimero de explantes vivos. En el ensayo
de medios de cultivo de iniciacion, se
evalud la longitud de explantes, el nimero
de hojas, el color de hojas y el nimero de
brotes. Para la evaluacion del color de hoja
se elabor¢ la escala que encontramos en la
Tabla 4, la cual estuvo basada en los colores
observados que tomaban las hojas conforme
se iban desarrollando in vitro. En la prueba
de medios de multiplicacion, se evalud el
numero y longitud de brotes.

Las evaluaciones se realizaron cada
semana y durante tres semanas para las
pruebas de desinfeccion y de medios de
iniciacion. En el caso de la prueba de
multiplicacion, se hizo una evaluacion luego
de ocho semanas.

Tabla 4: Escala de colores

Color Valor
Verde 1
Verde palido 2
Amarillo 3
Amarillo amarronado 4
Marrén 5

Q \

Figura 1: Muestra de la escala de colores de
la hoja

Analisis estadistico

La investigacion fue conducida con un disefio
completamente al azar (DCA), a un nivel de
significancia 0=0,05. La comparacion entre
medias de los tratamientos se realizé mediante
la prueba de Tukey al 95% de confianza.
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2. Resultados y discusion
Desinfeccion de explantes

En la Tabla 5 se muestran los resultados
de la desinfeccion lograda con cada uno
de los tratamientos probados. Como se
puede observar, el tratamiento 3 obtuvo una
mayor tasa de desinfeccion. De acuerdo con
los resultados mostrados en la Tabla 5, el
tratamiento que presenta menor porcentaje
de contaminacion es el 3, que consistido en
la desinfeccion con alcohol de 70° por 1
segundo, luego tres enjuagues y desinfeccion
con NaOCl al 2,5% por 10 minutos.
Finalmente, desinfeccion con NaOCl al 1,5%
por 3 minutos.

La concentracion de hipoclorito de
sodio del tratamiento 3 se encuentra dentro
del rango propuesto por Roca y Mogrinski
(1991) los cuales mencionan que el NaOCl
en concentraciones de 1% a 3% es una de
las preparaciones mas utiles como germicida
y agente oxidante y no produce lesiones
debido a su accién blanqueadora en diversos
explantes de muchas especies vegetales.

Puede observarse también que los
tratamientos 1 y 2 no tuvieron tanto éxito
en la limpieza de los explantes nodales de
Guadua weberbaueri. El primero presentd
mas de 60% de contaminacion y el segundo
poco mas de 80%. Los agentes patdogenos
observados durante las evaluaciones fueron
hongos y bacterias. Cabe resaltar que los
hongos fueron los que contaminaron con
mayor frecuencia los explantes.

Como se puede observar en la Tabla 6, el
porcentaje de contaminacion es relativamente
alto (33%). Pero, al ser el primer trabajo de
propagacion in vitro con esta especie, puede
considerarse aceptable. Aun asi, para contar
con un protocolo mas efectivo es necesario
disminuir significativamente la tasa de
desinfeccion.

Como mencionan Ramirez et al. (2011)
la contaminacién microbiana constituye
una limitante para el establecimiento in
vitro de bambuties. Ramirez et al. (2009)
también mencionan que el cultivo in vitro de
segmentos nodales (medio y basal), de ramas
de chusquines de Guadua angustifolia Kunth,
presenta un alto grado de contaminacién
afectando la micro propagacion durante la
fase de establecimiento.

Los resultados obtenidos en este
experimento concuerdan con los obtenidos
por Garcia et al. (2004) para el caso de
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segmentos nodales de Guadua angustifolia
Kunth, quienes también usaron hipoclorito
de sodio como agente desinfectante,
registrando porcentajes de contaminacion de
45% y 50% para los explantes desinfectados
solo con NaOCl al 1% y porcentajes de
contaminacion de 20% y 25% para los
explantes desinfectados con detergente y
NaOCl al 2% por 20 minutos.

Tabla 5: Porcentaje de desinfeccion de

explantes
Tratamiento N % . .% de .
explantes Contaminacion desinfeccion
Tl 12 75 25
T2 12 83 17
T3 12 33 67

Sobrevivencia de explantes

Los explantes que han sido considerados
como sobrevivientes a los efectos de los
tratamientos, son aquellos que han sido
desinfectados y mantuvieron intacta su
capacidad de poder crecer y desarrollarse.
En la Tabla 6 se muestran los resultados de
sobrevivencia.

Los resultados obtenidos en sobrevivencia
de explantes, difieren de los resultados
presentados por Marulanda et al. (2005)
para Guadua angustifolia Kunth, aplicando
NaOCl al 2% en distintos tiempos de
aplicacion (10,15 y 20 minutos); la cantidad
de explantes que logr6 desarrollar fue
menor a la observada en este trabajo con el
tratamiento 3.

Otro factor que puede influenciar en
la sobrevivencia de explantes es su edad.
Generalmente, los tejidos jovenes responden
mejor in vitro y, en muchos casos, tejidos
viejos no forman callos que sean capaces
de regeneracion. Ademas, el tejido joven,
como ha sido recién formado, generalmente
reacciona mejor a los desinfectantes (Smith,
2013).

Marulanda et al. (2005) evaluaron la
edad fisiologica de las yemas y obtuvieron
que las yemas mas jovenes mostraron menos
porcentaje de brotacion que las yemas del
tercio medio y basal. Por esa razon, en este
trabajo se usaron yemas de la parte media
de ramas primarias de Guadua weberbaueri,
con la intencién de que la sobrevivencia fuera
mayor en los tres tratamientos. Sin embargo,
solo se logro una sobrevivencia aceptable con
el tratamiento 3.
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Tabla 6: Sobrevivencia de explantes

Tratamiento __ )\ N° explantes o oy lantes limpios N° explantes vivos no
explantes contaminados contaminados (sobrevivientes)
Tl 12 9 3 1
T2 12 10 2 2
T3 12 4 8 6

Longitud de explante en el cultivo de
iniciacion

Como se observa en la Figura 2, el medio
basal de Murashige & Skoog (1962) (M1),
fue el medio de cultivo con el que se obtuvo
la mayor altura de explantes. Seguido del
tratamiento M3, que consistié en reducir a
la mitad las sales del medio MS. Por ultimo,
el medio MS modificado (Mathur et al.,
1992) (M2) present6 el promedio mas bajo
de elongacion de explantes.

En el analisis de la varianza (Anova)
realizado para esta variable, se determina
que si existe una diferencia significativa
entre los tratamientos. Al realizar la prueba
de Tukey, se determind que el medio M2
resultd ser distinto a los otros dos. En el
caso del medio MS modificado (Mathur
et al., 1992) (M2) se logroé el promedio
mas bajo de elongaciéon de explantes. Los
resultados presentados en esta investigacion
concuerdan con los presentados por Corrales
(2017) para la especie Guadua angustifolia
donde los promedios de longitud de vastagos
en medio MS estaban entre 3,5 cm y 6,6 cm.

Longitud promedio de explantes por medio de cuftive

515+ 5.08

4.65+

394

Longitud (cm)
o
3

3.664

325

31 =
16 T T
M1 M2 M3
Tratamientos

Figura 2: Longitud promedio de explantes
por medio de cultivo

La longitud promedio de los explantes
obtenida en medio MS, indica que,
aparentemente, esta especie no requiere

155

reguladores de crecimiento para la elongacion
de los brotes. Asimismo, parece que, al
aumentar la cantidad de nitrogeno y potasio,
como en el caso del M2, o disminuirla,
como en el caso del M3, se perjudica la
elongacion de la yema. En la investigacion
realizada por Galindo (2015) con Guadua
angustifolia, los explantes sembrados en el
medio Gamborg BS5, no llegaron a elongar.
Este medio basal no presenta nitrogeno ni
potasio en sus componentes. Estos resultados
complementan la idea de que, para el bambu,
la modificacion de estos componentes en
el medio desfavorece el crecimiento de los
explantes.

El medio Murashige & Skoog (M)
presenta una alta proporcion de amonio
(NH,") y la cantidad de nitrogeno total es
mucho mas alta que en otros medios de
cultivo. Para algunos cultivos, la cantidad
total de nitrégeno es perjudicial y el balance
entre las dos formas de nitrogeno (nitrato y
amonio) no es el 6ptimo (George et al., 2008).
En consecuencia, el aumento de nitrégeno en
el medio M2 podria haber inhibido ciertas
rutas metabolicas perjudicando la elongacion
del explante. Por el contrario, la merma de
nitrogeno en el medio M3, parece afectar en
menor proporcion el crecimiento del explante
de Guadua weberbaueri. Al tener la mitad de
nitrégeno total que el medio MS completo,
los explantes crecieron en promedio dos
centimetros menos en la misma cantidad
de tiempo que lo hicieron aquellos que se
sembraron en el medio M 1. Sin embargo, esto
no indica que el M3 sea un medio inadecuado
para Guadua weberbaueri, simplemente los
explantes creceran mas lento que en el medio
MI.

Numero de hojas

En la Tabla 7 se muestran los resultados de
la cantidad promedio de hojas observadas
por planta en cada uno de los tratamientos.
No se encontrd diferencia estadistica entre
los tres medios de cultivo para esta variable.
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De acuerdo con la Tabla 7, los mejores
promedios en cuanto a cantidad de hojas se
refieren, se obtuvieron con el medio MS y el
MS/2. Se puede decir que ambos medios de
cultivo favorecen el desarrollo de hojas en
plantulas in vitro de Guadua weberbaueri.

Tabla 7: Resultados promedio de hojas por

tratamiento
Tratamiento Numero de Promedio niimero de
microplantas hojas
T1 10 2,4
T2 10 1.9
T3 10 2,2

Se hizo la prueba no paramétrica Kruskal-
Wallis para analizar los resultados respectivos
al numero de hojas por tratamiento
probado. De acuerdo con este analisis,
los tratamientos no muestran diferencia
estadistica significativa debido a que el valor
de p resultd ser mayor que 0,05. Por lo tanto,
no se rechaza la hipdtesis nula que dice que
todos los tratamientos son iguales. Segun Lee
y De Fossard (1977), citados por Ramage
y Williams (2002), el numero de hojas
producido por el explante se ve afectado por
la falta de ciertos minerales. La modificacion
de los elementos como nitrogeno, fosforo
y potasio en la composicion de los medios
basales reduce el numero de hojas. Se observo
también que el desarrollo foliar por explante
fue lento. El nimero de hojas maximo que se
observo por explante durante las evaluaciones
fue de 4 y fue en el medio MS/2 (M3).

Color de hojas

En la Tabla 8, se muestra entre los tres
tratamientos, el que present6 hojas mas sanas
y de colores verde y verde claro hasta la fecha
de la ultima evaluacion, fue el tratamiento

M2, seguido del M1.

De acuerdo con el analisis estadistico, no
se encontrd diferencia estadistica para esta
variable. A pesar de no mostrar diferencia
estadistica, durante las tres evaluaciones
se notaron diferencias en el estado y color
de las hojas. El medio M2, el cual es una
variacion del medio basal de Murashige &
Skoog (1962), contiene mayor cantidad de
nitrogeno y potasio. Por ello, podria decirse
que favorecid a la nutricion de la planta
haciendo que las hojas se mantengan verdes
por mas tiempo.

El cambio de color en las hojas durante las
tres semanas de evaluacion, se puede deber
a la falta de nutrientes en el medio. Como
durante los 21 dias las plantulas tomaron los
nutrientes disponibles del medio de cultivo,
poco a poco, estos fueron disminuyendo y
las plantulas empezaron a mostrar sintomas
de deficiencias, como el cambio de color de
verde a amarillo de las hojas maduras, y la
senescencia de algunas hojas.

Como menciona Castro (2002), Ia
deficiencia de nitrégeno en las plantas in vivo
causa clorosis en las hojas, en general las
plantas se vuelven de un verde ligero y las
hojas se van secando hasta un color castafio.
Esto mismo puede suceder en plantulas in
vitro, luego de que hayan consumido todos
los nutrientes del medio.

Ademas, a diferencia de las plantas in
vivo, las plantulas cultivadas en laboratorio
no tienen un flujo constante de nutrientes,
lo que contribuye a que la planta no pueda
desarrollar eficientemente. Por eso se sugiere
trasplantar las plantulas cuando se observen
deficiencias en su desarrollo. Asimismo, se
pueden complementar los medios basales
con hormonas para retrasar el envejecimiento
de las plantulas y favorecer al desarrollo de
nuevas hojas.

Tabla 8: Nuimero de micro plantulas por color y tratamiento

Tratamiento ~ Numero de micro Numero de micro ~ Numero de micro Numero de micro
plantulas con hojas  plantulas con hojas plantulas con hojas  plantulas con hojas
verdes verde palido amarillas amarillas amarronadas
Ml 2 4 4 0
M2 3 3 3 1
M3 1 3 3 3
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Numero de brotes

Durante las evaluaciones realizadas, no se
observod la emision de brote nuevo en algin
explante en los tres tratamientos. La falta de
reguladores de crecimiento en los medios
de cultivo puede ser una causa, aunque la
presencia de brotes no es un indicador de
desarrollo radicular que es lo que interesa
finalmente.

Ensayo de medios de multiplicacion
Numero de brotes

De acuerdo a los resultados obtenidos con
la prueba estadistica, no existe diferencia
significativa entre los tres tratamientos. Sin
embargo, durante el mes de permanencia de
las plantitas en estos medios de cultivo, se
pudo observar que el MM2 (MS modificado
con BAP 2mg/L) tuvo un mayor efecto en
el rendimiento de nuevos brotes, generando
promedio 2,33 brotes por repeticion, como se
ve en la Tabla 9.

Jiménez et al., citado por Casanova
(2018), trabajando con la  especie
Guadua angustifolia y con tres distintas
concentraciones de BAP (0, 1, 2, 3 mg/L),
encontraron que el efecto de la concentracion
de la citoquinina BAP, en la formacion de
nuevos brotes tiene una correlacion positiva.
Altas concentraciones de esta hormona
inducen al desarrollo de nuevos brotes
laterales. En otro estudio para la especie
Bambusa vulgaris hecho por Ndiaye et al.
(20006), se obtuvo que el mejor resultado para
el nimero de brotes fue también con el MS
modificado por Mathur et al. (1992) llegando
a tener 5 brotes por explante.

El medio MMI, a pesar de presentar
mayor contenido de BAP, no supero6 en los
resultados obtenidos al MM2 que solo tenia
BAP como regulador de crecimiento. Podria
ser que la interaccion entre las hormonas
BAP, ANA vy los nutrientes del medio no
fue del todo favorable para el desarrollo del
vastago.

Mudoi et al. (2013) mencionan que, de
las citoquininas, 6-benzylaminopurina (BAP)
ha sido efectiva para inducir la produccion
de brotes en varias especies de bambu
como Bambusa vulgaris, Bambusa notans,
Dendrocalamus  strictus, Dendrocalamus
asper, Bambusa arundinacea. Ramanayake
et al. (2006) mencionan que la citoquinina

TDZ (tidiazurén) no ha sido favorable para el
desarrollo rapido y en cantidad de brotes para
las especies de bambu.

Caula (2011) menciona que las
citoquininas mas usadas comunmente
son zeatina, dihidrozeatina, Kinetina,
benzyladenina, tidiazurébn e isopentil

adenina 2iP. En altas concentraciones (1-
10uM) este grupo de hormonas induce la
aparicion de brotes adventicios, pero inhibe
el enraizamiento. Sin embargo, ni la kinetina
o el tidiazuron fueron favorables para el
desarrollo de brotes en bamb.

Tabla 9: Promedio de brotes por explante por
tratamiento

Tratamiento Numero de Numero de brotes pro-

repeticiones medio por repeticion
MM1 3 0,67
MM2 3 2,33
MM3 3 0,33
Longitud de brotes

Como se observa en la Figura 3, en el medio
de multiplicacion 2 (MM2) los brotes se
elongaron mas que en los otros dos medios
de multiplicacion. El promedio de longitud
de brotes en el MM2 fue de 3,7 cm, en el
MMI1 fue 2,5 cm y en el MM3 1,1 cm. El
Anova realizado para esta variable indico que
no existe una diferencia significativa entre los
tres tratamientos probados.

Promedio de longitud de brotes por tratamiento

3.94

3.1

2.4

1.7

1.0 0
Mv2

MM1 MM3
Medios de multiplicacion

Longitud brotes (cm)

Figura 3: Promedio de longitud de brotes por
tratamiento

Jimenez et al. (2006) obtuvieron plantitas
de 8-10 cm de altura usando medio MS con
3mg/l de BAP. A los 22 dias, los vastagos
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median 3 cm y a los 50 dias del cultivo la
altura que alcanzaron fue de 13 cm. De
acuerdo con los resultados obtenidos en
este trabajo, a los 30 dias de haber sido
transferidos los explantes a los tratamientos
de multiplicacion, la altura promedio que se
obtuvo fue de 3,77 cm.

Para otros estudios realizados en la
especie de bambu Bambusa balcooa, los
mejores resultados en longitud de especies
han sido con sales de Murashige & Skoog,
agregandole BAP y Kinetina en un ratio 3:1.
Alusarel MS con ANAy BAP, el crecimiento
no fue optimo para los vastagos (Khan et al.,
2014).

Ramanayake et al. (2006) encontraron
que utilizando la hormona TDZ la media de
la longitud de los brotes obtenidos, no era
mayor que la media de longitud obtenida con
4 mg/l de BAP en el medio de cultivo.

4. Conclusiones

Esta investigacion contribuye al desarrollo
del protocolo de micro propagacion de
Guadua weberbaueri considerando que no
se ha encontrado antecedentes del cultivo in
vitro de esta especie.

La desinfeccion de los explantes de la
especie Guadua weberbaueri realizado con
el tratamiento 3 (inmersion en alcohol de 70°,
limpieza con NaOCl al 2,5% por 10 minutos
seguido de una segunda desinfeccion con
NaOCl al 1,5% por 3 minutos) mostré mayor
efectividad.

El medio basal en el que se comportd mejor
la especie Guadua weberbaueri, fue el
medio Moorashige & Skoog (1962) o MS
por lo que se puede tomar como base para
futuros estudios de multiplicacion.
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