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COMPENDID

El objetivo de esta investigacidn fue desarrollar una
metodologia de tecnhicas In vitro gue permitieran la
propagacion de Bendrocalamus asper.

Se probaron explantes de vemas awxilares, nudos vy
entrenudos. Se utilizd el medio de Murashige y Skoog (1962)
modificado vy suplementadoc con auxinas vy citoquininas. Las
auxinas que se utilizaron fueron ATIA, ANA v 2,4-D, en dosis de

0, 0,3, 1, 2 v 5 mg/L. Las citoquininas fueron KIN y BAF, en
desis de 0, 1, 2 v 3 mg/L.

El mavar problema gue se observd fue la oxidacidn de los
explantes en el medio de cultiveo.

L.os mejores explantes para la propagacidn in vitro fueron
las yemas apxilares de ramas e&n crecimiento activo. De estos
explantes se logréd un mayor porcentaje de formacidn de callo
vy regeneracidn de plantas.

De las auxinas estudiadas, el 2,4-D en dosis de 1 y 2
mg/L es la mas eficaz en la produccidn de callos, mientras gue
de lag citoguininas la BAF produijo los mejores resul tados al
utilizarla en dosis de 2y 3 mg/L. Fara la formacidn de callos

no es necesaria wuna combinacién de auxinas v citoquininas,

aungue si es necesaria para la regeneracisin de plantas.



I. INTRODUCCION

Clasificacion Botéanicsa

Los bambues pertenscen al grupo de las Angiospermas.
clase Monocotiledonea, orden Foales, familia Foaceae,
subfamilia Bambuscideae (Mclure, 17463 Calderdn vy Soderstrom,

1973, citados por Widmer, 19%90a).

Taxonomiz

Se hanm utilizado las estructuras vegetativas para la
clasificacidn, debido a gue la floraciém en los bamblies es
errdtica v poco frecuente (Liese, 1985; Widmer, 1990a).

Obmberger v Goerrings {1983) (citados por Widmer 1990a}
reconocen 111 génerns, de los cuales 85 son lefosos y 24
herbdceos. Entre 880 v 940 especiss son lefosas. vy de 130 a
160 son herbiceas. En el Neotrdpico se encuentran 17 generos

y 100 especies de bhambles.

La mayoria de las especies s0an tetraploides,
Dendrocalamus v algunas especies asidticas son hexaploldes;

algunos bambles herbiceos S0Mn diploides (Calderdn v
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Sederstrom, 1973, citados por Widmer, 19920a). E1 ndmero
cromosomico basico es xw=12, pero Guang~Zhu (1987) (citado por
Widmer, 1290a), propone gque 2xisten octoploides con x=B o %=9,

Numata (1987) {citado por Widmer, 1990a). asegura gue el
nimero cromosémico de los bambles en zonas templadas es 2n=48,
v el de los tropicales es Zn=72. Este ndmero varia segun el
genero. Clark (1989) (citado por Widmer, 19%0a}), informa que

el género neotropical Chusguea posee Zn=40C (x=10).

Distribucidn

Crecen en todos los continentes excepto en Europa. Su
rango de distribucidn es amplio, desde la latitud 446=N hasta
47°8. Se distribuyen desde 21 nivel del mar hasta el limite de
las nieves. La mayoria se encuentran en altitudes bajas vy

medias v son mas abundantes en regiones cAdlidas v tropicales.

Clima
Liese (1989) sostiene que los bambdes en general
prefieren climas tropicales o subtropicales con L&
temperatura media anual entre 20 v 30°0C . Las temperaturas
altas favorecen el crecimiente. Algunas esgpecies Ccomo

Oxythenanthera abyssinica toleran temperaturas entre 40 vy
S50°C, mientras que otras (FPhyllostachys mitis) pueden soportar

la nieve o temperatura invernales tan bajas como ~8<C
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{Arundinaria amabilis) .

Frecipitacidn

Tanto el clima tropical hdmedo como el subtropico son
apropiados. Algunas especies de bambles crecen en sabanas de
busque semideciduo con una época seca muy marcada {(Liese,
1285). La precipitacion reguerida varia desde 1000 mm hasta
4050 mm anuales (Yadav, 1263F:; Numata, 1979, citados por
Widmer, 19%20a). liese (198%5%) informa que Dendrocalamus
strictus v Oxytenanthera abyssinica pueden sobrevivir con 750

mm de lluvias anuales.

El bambl puede crecer e2n muchos tipos de suelo, pero
preferiblemente en suelos bien drenados, franpco arenosos a
franco arcillosos, ricos en minerales y derivados de aluviones
de rios (lLeise, 1983).

Liese (1985) vy Uchimura (1987} (citados paor Widmer,
1290a) vy Widmer (19%0a) coinciden en que el bambit no soporta

suelos alcalinos o salinons v gque el rango dptimo de pH varia

4]

entre 5.0 vy 6&.
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Habito de Crecimiento del Rizoma

Los bambles son un sistema ramificado de ejes vegetativos
segmentados, diferenciados en rizomas, culmos vy ramas. Los
ejes estan constituidos por una serie de nudos v entrenudos
{Mclure, 19446, citado paor Widmer, 1990a).

Tienen dos habitos principales: 1) rizoma leptemorfo o
monopodial indeterminado v 2} rizoma paquimerfo o simpodial
determinado.

Leptomorfos: son de climas templados v templado calidos.
tipicamente huecos y crecen de 1 & & m por afo. Laos culmaos
brotan de vemas laterales, de los cuales germina soclamente el
10%.

Paquimorfos: son de regiones tropicales ca&lidas. MNo
soportan temperaturas muy bajas. Los rizomas son cortos,
sglidos v a menudo mas gruesos gque el culmo gue producen

{Liese, 1983).

Crecimiento

Hsiung et al. ({1980) (citados por tiese, 198%5),
investigaron el crecimiento de Fhyllostachys spp. Concluyeran
que los brotes crecen a partir de la eleongacion de entrenudos,
gue emplieza en la parte basal del brote y gradualmente avanza
hacia el apice.

Widmer {(1990a) indica que la elongacion del culmo se debe
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al crecimiento en la zona del meristema secundario que se
ubica encima de cada nudo. Liese (19853) observa que los brotes
emergen del suelo a principios de la época lluviosa, adngue en
climas ecuatoriales estos emergen durante todo el aro. SGe
producen de ¢inco a 10 brotes por cepa por afo, dependiendo de

la especie.

Existen tres grupos de bambldes segun el tipo de

floracidan:
13} floracidn continua o estacional anual , Sin muerte
consecuente; 2) floracidn esporadica o de intervalaos
irregulares, por los general con poca recuperacldén de la
planta madre o en algunos casos muerte caompleta: 3F) floracidn
gregaria periddica con intervalos casi regulares, en ciertos
casos con supervivencia parcial de los rizomas debilitados
(Watanabe v Hamada, 1781; Campbell, 1985, citados por Widmer,
1990a).

Widmer {1990a) informa que alrededor de un afioco antes de
florecer, la planta no produce mas culmos o los produce con
dimensiones menores. Seifriz (1950), Seth (1954) vy Kondas
(1982) (citados por Widmer, 19%0&) han observado gque la
floracidn gregaria de un bambud en su ambiente natural comienza
en un punto de la poblacién v gradualmente se exntiende en

forma de olas cubriendo 1 aArea en un lapso de tres a cuatro



anos.

La floracidn gregaria es la mas comin &n las especies de
bhamblt. En este estado todos los culmos de una especie florecen
al mismo tiempo independientemente de su edad, en grandes
dresas v a veces hasta en distintos paises (Liese, 19895).

S5e desconocen las razones por las cuales ocurrs la
floracidn repentina, impredecible v simultdnea de todas las
plantas de una sola especie en areas grandes, a pesar de sul
impacfg econdmico vy su valor cientifico. Se informa que un
periodo corto de lluvias seguido de una sequia severa estimula
la floracidn (Liese, 1985).

kKashara (1981) (citado por Widmer., 1990a), afirma gue el
intervalo del ciclo de floracion le determina un gene, vy la=s
cepas de bambd con el mismo gene florecen el mismo aRo.
Asegura gue las diferencias de intervalo en una misma espacie
s deben a mutaciones en el "gene del ciclo de floracidon”, gque
es hersdado a la descendencia.

La duracion del ciclo de floracidn varia con cada
especie. El rango esstid entre I v &0 afios, pero para muachas
especies esti& entre 30 v 33 afios. La floracidn ocurre entre
diciembre y enero v las semillas maduran entre febrero v
abril. Las semillas germinan en el suelo dos semanas despues
de caer de la planta. La viabilidad de la semilla varia hasta
dos meses para la mavoria de las especies y un afio para otras.
Muchas veces la planta muere despues de producir semilla. Son

pocas las especies en las cuales el ricoma no muere v es capas
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de producir culmos nuevos {(Liese, 19895}).

Importancia Ecoldgica

Los bambles son importantes en la estabiliracidn de
suelos por su sistema extendido de rizomas, desarrollado en
logs primeros 30 & 50 com de sueleo (VMera Galvez, 1982;
Soderstrom y Calderan, 1979, cltados por Widmer, 19%93a}.

Los bambtes protegen el suelo de la erosidn provocada por
inundaciones o en las pendientes deforestadas por las grandes
lluvias (Widmer, 1920a). Para la conservacidn de suelos, se
siembra en las riberas de los rios para delimitar su cauce y
frenar la erositn (Purseglove, 1972; Heiser, 1973: liidmer
1990a). Como especie fprestal, el bambu desempeia un papel
importante en la conservacidn de cuencas hidrograficas de los
pueblos del continente americang, desde México hasta g1 Perd

{Torre, 1990}.

Ueilidad
El uso actual de los bamblues en América Latina, se limita
a unas pocas espegies nativas v exdticas, que estan ubicadas
en Areas gercanas a las wviviendas. Las especies nativas de
mayor uwtilizacién son de los géneros Guadua, Chusguea,
Arthrostylidium, Otatea, Merostachys y ARhipidocladum. Las

especies aexdticas establecidas en América fentral y las Islas
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del Caribe, han sido importadas del sudeste asidtico, de China
vy Japdn. lLas especies mas cosmopolitas son Bambusa vulgaris
para tejidos artesanales, puntales de banano y pulpa de papel
Vi Fhyllostachys atres para muebles; otras especies
introducidas son de los géneros FRambusa, Dendrocalamus,
Gigantochloa, Melocanna y FPhyllostachys (Widmer, 1990b). Los
brotes de bambu son un alimento importante para mucha gente an
algunos paises aglaticos y el follaje puede servir para la
alimeptacidon animal (Furseglove, 1972; Heliser, 1973; YWidmer,
1990a) .

En todos los paises donde crece, el bambl (=34
indispensable para la construccidn. En Asia ¥y en América
tropical, wn sinnumero de especies son utilizadas en 1x
construccién de casas. E1 bambd tambieén se utiliza para la
construccidn de puentes v aembarcaciones (FPurseglove, 1972;
Heiser, 1973; Widmer, 1990a). Apropiadamente tratado con
preservantes guimlcos, tiene gran durabilidad (GButiérrez,
1920 .

tos papeles con base de pulpa de bambd son generalmente
gruesns, solidos vy resistentes, utilizados para empague e
impresidn, pero también se pureden preparar ciertos papeles
finos o puede ser combinada con otros tipos de pulpa, para
obtener grados aceptables de cartédn vy papel absorbente (FAD,
1963, citado por Widmer, 1990x). La parte externa e interna de
log culmos se wutilizan para fabricar distintos tipos de

esteras g paneles tejidos, asi como cestas v canastas (Liese,



1985).
Se pueden fabricar muebles de laminas curvas de bambd. E1
tratamiento de la madera con vapor facilita el doblado de las

ldminas (Liese, 1%980}.

Frocesamiento quimico

Lx destilacidn en seco del bambd rinde carbdn, alaguitrin
y vinagre. Del bambl se extraen enzimas y otras sustancias
catalizadoras, que se utilizan en la farmacologia vy
cosmetologia (Mclure, 1945, 1957; Sharma, 1980, citados por
Widmer, 1990&; Liese, 1983).

El bambd sirve como uwuna fuente potencial de energia,
tiene un alto poder de calorias entre 4,600 vy 3,400 cal/kg v
una alta capacidad caldérica (FAQ, 1978, en Sharma, 1987,
citado por Widmer, 19%0a; Liese 1983).

Thomas Edison wtilizd bambld como filamenta para su
primera lampara. Existen lamparas especiales que utilizan
filamentos carbonizados hechoas de fibra de bambd (Liese,
19857 .

Yurcng et &I. (1987), citados por Widmer (1990a),
elaboraron membranas de ultrafiltraclidn con bambl que son
comparables con las gue se usan con base de algodan. Las
membranas de bambd son superiores en la resistencia a adcidos
vy bases. lLa cera de bambl tiene un punto de fusidon de 79 a
80*C v @& usa camg base en betunes para zmapatos y papel carbdn

(Liese, 19835).



Agricul tura

En la agricultura, el bambi se uwutiliza en mangos de
herramientas, rastrillos, forraje, barreras rompevientos,
cercas vivas, estabilizacidn de ribera de rios, conductos para
agua vy drenaje vy puntales para banano (Liese, 1785; Widmer,
1990a). Tambieéen ge utiliza para guias o tutores para frijol,

tomate, ¥y otras hortalizas.

Fropagacgion

Muchos bambies no florecen frecuentemente. Sin embargo,
21 alguna especie llega a florecer y producir semillas, se
puede realizar la propagacion sexual por semilla (Widmer,
1990a) .

Debidp a la escasez de semillas, el bambtl se praopaga
generalmsnte por varias métodos vegetativos. Estos métodos,
generalmente, se asocian con un alto grado de fracasos (Liese,
1985 .

En cultivo de tejidos, la embriogénesis somdtica vy la
micropropagacidn son los métodos principales de propagacidon In
vi trao.

l.as dificultades encontradas en la propagacion del bamba
por métodos convencionales hace que se busguen nueveos métodos
de propagacidn que sean mas eficaces. Con el cultivo in vitreo
de tejidos de bambd se podria lograr una multiplicacién masiva

de plantulas, disponibles en cualquier época, sin el dafio que
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s le causa al rizoma o a las cafas aéreas al fragmentar la
planta.

El objetivo principal de esta investigacidn es
desarrollar una metodelogia de técnicas in vitro que puedan
permitir propagar exitosamente la especie de bambl
Pendrocalamus asper, presente en el campus de la Escuela
Agricola Panamericana (EAF).

Las variables gue se analizardn serdn las siguientes:
1) Yemas axilares:

a) proliferacidn de brotes
b) tiempo de proliferacidn de brotes
c) ndmero de brotes
d) enraizamiento.
2) Nudos o entrenudos:
a) namero de explantes gue forman callo
b} tiempo para formacion de callos
c) nmnimero de callos gue producen brotes
d} ndmero de brotes por callo

e) tiempo de formacidén de brotes.



IT. REVISION DE LITERATURA

Propagacion Sexual

La propagacion sexual se realiza por semilla pero la
obtencidn de plantulas es complicada. La vida de la semilla es
carta, posee una variabilidad genéticx muy alta vy, por 1o
general, se obtienen pocas plantas. La propagacion de los
bhambdes se realiza asexualmente, debideo a la floracion
errdallica de las plantas (Widmer, 1990a).

l.a semilla se puede sembrar en semillero o directamente
en el campo &l inicio de la época lluvicsa. En gemillero es
preferible cubrir las semillas con tierra fina vy regarlas
frecuentemente. E1 transplante al campo se hace después de dos
o tres meses, cuando las plantulas miden de cinco a diex

centimetros de altura (Liese, 1783).

Fropagacidn Asexual

Los mé&todos mas comunes para la propagacidn vegetativa
son: a} Fragmentacidn o divisidn de la cepa, &n el cual se usa
material de dos a tres afos. Consta de un sistema radical con
vemas latentes, ramas vy follaje los mas intactos posibles.
b) Seccidn de rizomas con culmp: consiste en una division de

cepa compuesta por la parte inferior del culmo con su eje



13

hasal de rizoma. c) Culmo entero, utilizando culmos de daos a
tres afos. d) Rizoma con raices, propagando rizomas de culmos
de un afo. e) Seccidn de culmo, preferiblemente usando un
pedazo medial de un culmo de dos a tres afos, con dos o tres
nudeos (Widmer, 1990a:; Dajumn vy Shap~Jin, 1987). Calidonio
(1991}, en Honduras, multiplicéd estacas de la parite media de
tallos de cinco afos de Dendrocalamus strictus, obteniendo 924
de enraizamiento, 100%Z de brotamiento y un promedio de 2.1
brotes por estaca en cinco meses.

El ingonveniente es gue se necesita disponer de casi toda
la planta para obtener pocos propagulos, y cuando se
fragmenta la cafa, hay que esperar mucho tiempo para que
enraice (Widmer, 19%0a).

Otros métodos, pero menos uwtilizados son acodos &
injertos, en los cuales se ha experimentado pero no se han
obtenido resultados satisfactories (Uchimura, 1979, citado por
Widmer, 19%90Ca).

La investigacion en cultivo de tejidos de bambu es
reciente excepto por un informe de Alexander ¥y Rao en 1968
(citados por Rag &t al., 1989) sobre el cultive de embriones
de bamba y su germinacion in vitro, ¥y por Tsenqg et al. en 1973
(citados por Rao et al., 1798%9) del aislamiento de protoplastos
de las hojas. La investigacidn intensiva empezd con el trabajo
de Mehta et al. en 1982 (citados por Rao et &l., 198%) con la
produccién de plantulas de FRambusa arundinacea por medio de

embriogénesis somdtica. Esto fue seguido por varios informes



14
de un total de 15 especies de siete géneros de bambi.

Con la micropropagacidén se obtienen duplicados de 1la
planta madre original wutilizando explantes de vemas awvilares.
También se ha experimentado con organogenesis (Mascarenhas &t
al., 19%20}.

La embriocgénesis somé&tica utiliza los siguientes tipos de
explantes: a) Material Jjuvenil: embridn cigdtico, embridn
inmaduro v partes de la pléantuls (nudo, entrenudo, heoia
caulimar, raiz, rizoma). b) Material de cultivo de tejidos:
aembridn somatico vy partes de plantulas regeneradas de
embriones sométicos. ) Material adulto: nudo, entrenudo,
meristema apical, base de la hoja caulinar y rizoma (Rao v

Rao, 1990).

Medios de Cultivo

El medio gue més se ha wutilizado es el de Murashige v
Skoog (MS) (1962) para los distintos tipos de explantes de
bambl. En cultivos de embriones de bambd se ha uvtilizadeo <1
medioc Bs (Gamborg et al., 1968) ademas del M5 (Rao et al-,

1989 .

Sustancias de Crecimiento

Huang v Murashige (198B3) afirman que se pueden inducir

callos con la adigién de las auxinas picloram v aAcideo 2Z2.4-



15
diclorofenoxiaceético (2.4-D). Con menor #xito se han utilizado
las hormonas &cido indolacético (RIA) v acido naftalenacético
{ANA)Y. Sin embargo la auxina mas comin v ouy efectiva es el
2,4-D (Ragc et al., 19879).

Las citokininas mds utilizadas han sido bencilaminopurina
(BAF) , Z-igopenteniladenina (2-ip), kipetina (KIN) v zeatina
(ZEA), aunque a bajas aconcentraciones inhiben el crecimiento
de vemas laterales. Las combinaciones de auxinas v citokininas
son eficaces en el desarrollo de calles en otros htipos de

explantes (Huang vy Furashige. 1983).

Ambiente Fisico

Se ha encontrado gue la incubacidn en 1la oascuridad
completa v continua es eficaz para la induccidn de callos en
algunos bambies {Huang ¥y Murashige, 198Z%). Yeh v Chang (1984),
citados por Rac et al. (198%9), no =ncontraron diferencias
entre la oscuridad completa continua v un régimen de 1é& horas
de luz diarias. Vongvijitra (1290) utilizd un régimen
dia/noche de 12/12h e indujo callos a partir de nudos de
Dendracalamus membransceus.

Mascarenhas et al. (1990) obtuvieron resultados positives
al utilizar un régimen dia‘noche de 16/8h. Rao et al. (1983)
obtuvieron calleos en cultivos sometidos a iluminacion

constante.
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Para prevenir la oxidacion de los callos de Dendrocalamus
1atiflorus se uwtilizaron varios agentes adsorbentes vy
antioridantes. El mas eficasz fue el carbén agtivado adicionado
al medio vy el cultivo en la oscuridad. En esta especie, la
oscuridad inhibid el desarrcllo de callos, y se requirieron
dosis mas altas de sustancias de crecimiento para compensar
las propliedades de inactivacion del carbdn activadeo (Zamora et
al., 1988; citados por Rao =t al., 198%). Entre los agentes
antioxidantes gue mas sg utilizan en cultiveo de tejidos estan
la visteina, =l Acido ascédrbico v el Acido citrico (Bhojwani

y Razdan, 19B3)., ademas del carbdn activado.

Morfogeénesis v Embriogénesis

Logs diferentes tipos de callos que se producen en
cultivas 4 wvitro de bambli se pueden agrupar en tres
categorias: 1) callos mucilaginosos, 23 callos no
embriogénicos suwaves vy friables, 3) c¢allos compactos,
neodulares y de color amarillo palido a blance. Los callos
mucilaginosos vy los compactos tienen el potencilal para
regenerar embrioides mientras que los callos friables estan
mas propensos a produciyr raices (Raa et al1., 1989).

A partir de callos la regeneracion puede tomar dos vias,

La primera es la embriogénesis somadtica que acurre en callos
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inducidos a partir de embriones, inflorescencias jdvenes vy
hojas. La segunda via es la formacidn de brotes adventicios vy
rajices provenientes de callos o callos provenientes de raices,
entrenutdos, nudos, secclones de rizoma de plantas maduras vy

vyemas terminales vy laterales (Rao et al., 198%9).

Nudos v Entrenudos

Zamora et al. (12721) cultivaron tejidos de entrenudos de
Dendrocalamus latirflorus cv. Machiku vy obtuvieron callos vy
brotes de los calleos. De sus experimentos pudieron cultivar
dos plantas 2n poies a partir de los callos. E1 mavor problema
que enfrentaron fue la oxidacidn de los explantes. A1 trabajar
con tejidos del corme lograron regenerar sels plantas en potes
a partir de callos de estos explantes, a pesar de tener
problemas de oxidacion de los explantes.

Mascarenhas ef al. (1999) cultivaron segmentos del! nudo
de 10 a 15 mm de largo con la vema incluida. Utilizaron el
medio M5 suplementado con KIN, EBAFP, agua de coco (AC),
sacaropsa ¥ agar. l.as yemas brotaron entre los 20 v 25 dias.
Fosteriormente se trasladaron & un medioc M5 liguido
suplementado con BAP, KIN, AC, caseina hidrolizada (CH) v
gacarosa, para obtener elongacidn v multiplicacidn de 1os
brotes. La formacién de raices en los brotes estaba en estudio
hasta esa fecha. El medio de arranque solamente sirvid para el

brotamiento inicial, ya que si hacian suboultivos en este
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mismo medio el material se oxidaba.

Cultivando nudos de Rambusa arundipacea en medio MS
suplementado con AT, BAP vy KIN, Nadgir et al. (1984), citados
por Rao &t al. (1989) obtuvieron brotes maltiples en sus
cultives. Los resultados fueron similares cuando cultivaron
nudos de Bambtisa vulgaris y Dendrocalamus strictus en el mismo
medio. Con Fambusa ventyricosa se obtuvieron brotes al cultivar
nudos en medlio MS suplementado con 3 mg/l. de BAP, entre 0.1 vy
12 mg/L de ANA v O.3%4 de carhdn activado. Se obtuvieron callos
al cultivar entrenudos en medio MS suplementado zon 5 mg/L de
2.4~D (Dekkers, 1989, citadoc por Rao gt al., 1989}. Se ha
obtenido c¢recimiento de brotes y formacidn de raices a partir
de nudos de Dendrocalamus strictus; los cultivos se hicieron
en medio MS suplementados con @ mg/l. de ANA, 1 mg/L de AIH,
0.9 mg/L. de 2,4~D v Fhlaroglucinol (Chaturvedy y Sharma, 1988,
citados por Rao et al., 198%9).

Dekkers (198%9). citado por Rao et al. (198%) informd de
la formacidn de callos en cultivos de entrenudos de Schizos—
tachyum brachycladum en medico MS suplementado con 10 mg/l. de
2,4-L. También observd la formacidn de callos a partir de
entrenudos de Thyrsostachys siamensis cultivados en el mismo

medio.

Yemas

Manzur (1982) cultived vemas axilares de Rambusa Epp-
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Utilizd el medio de cultivo MS suplementado con 5 mg/L de ANA
y 2 mg/L de KIN, obteriendo un 6&0%4 de diferenciacicn
arganaogénica. Los mayores prablemas que enfrentd fueron la
oxidacidn del primordio en el medio de cultiva y 1la
contaminacidn sistémica del material. Rac v Raao {1990) han
obtenido brotes a partir de yvemas axilares de Bambusa vulgaris
v Dendrocalamus strictus. Sin embargo., =21 porcentaje de
cultivos gque producen raices es bastante bajo, entre 4 y 10%.
No egpecificaron el medio de cultivoe utilizado en sus
experimentos. Huang y Murashige (1983} cultivaron yemas
apicales de Bambusa oldhamii, Bambusa multiplex, Sasa pygmaea
y Phyllostachis &surea en un medio conteniendo sales MS,
sacarosa, i-inosiltol, tiamina, acido nicotinico, piridoxina,
glicina ¥y agar. Obtuvieron callos vigorpos manteniéndolos en la
oscuridad a 27=C. Las dos especies de Bambusa generaron callos
hdmedos, friables, suaves vy blanco-cremospos. Los callos de
Sasa vy Fhyllostachys fueron desde amarillo—cremosos hasta cafe
v ¢de textura nodular a granular. Los callos de Phyllostachys
se volvieron entre rojlizos y morados al ser expuestos a la
luz, mientras que los demas mantuvieron su coloracidn.

Se han obtenido brotes mbltiples a partir de vyvemas
axilares. Banlik (1987) citado por Ran et aI. (1989) indujo
brotes mdltiples a partir de vemas del culmo cultivadas en
medio MS suplementado con 1 mg/L de BAF. Estsa hormona también
ha fTuncionado en el cultivo de vyemas de ramas tanto en medio

liquido ¢omo solideo (Nagir =& al., 1984; Prutpongse vy
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s

Gavinlertvatana, 1987, citados por Rao et al., 198%9).

Rao et al. (1985) cultivaron semillas de Dendrocalamus
strictus en un medio de cultiveo Bs suplementado con 2.21 vy
&.43 mg/L Be Z.,4-D v obtuvieron callos gue peosteriormente se
diferenciaron en embrioides. Estos Ultimos se transfirieron a
un medio Bs suplementado con 0.1 mg/L de acido indolbutiricoe
(AIB} v ©0.018 mg/L de ANA para su germinacion, donde un 40% de
los embrioides se desartollaron en plantulas, sin embargo, 5%
de estos no germinaron debido a problemas de oXidacidn.

Zamora et al. (1991) trabajaron en el establecimiento de
callos v regeneracion de plantas a partir de tejidos de
semillas de Dendrocalamus strictus. En un 234 de sug cultivos
obtuvieron ca&llos embriogénicos utilizande el medio MS
suplementado con 2,4-D. Para la regeneracion de plantulas
ntilizaron 21 medio MS sin la adigidn de 2,4-D. Esta técnica
también ha funcionado en la formacidn de callos de
Schirostachyum Jumampaco a partir de embriones, utilizando
medio MS suplementado con 2,4-D. Con esta dltima especie no
pudieron podido regenerar plantas.

Vangvijitra (1990) investigd la posibilidad de obtener
brotes a partir de semillas de Dendrocalamus membranaceus y
Dendrocalamis brandisii. En ambas especies se logrd obtener

brotes en medio MS suplementado con 4.3 mg/L de BAF, se
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tuvieron problemas de oxidacidn en alguna etapa del cultivo y
se observaron problemas para el establecimiento de raices. Rao
y Rap (1990) trabajaron con Bambusa arundinaecea, obteniendo
brotes..miltiples & partir de semillas en un 38.47% de los
cultivos, utilizando medio EBs suplementado con 2.25 mg/L de
BAP.

Rao et al. (1987) obtuvieron embriones somaticos al
cultivar semillas de Dendrocalamus strictus en el medio s
suplementado con 6.63 mg/L de 2,4-D vy ©.02 mg/L de ABA. En
medio suplementado solo con 2,4-D un 4604 de los cultivos
produjeron callos embriogénicos. El uso del Acido abscisico
(ABA) redujo la formacion de callos cuando se usaba solo,
aunque al wusarse junteo con 2,4-D su efecto era similar al
efecto del 2.,4-D solo. Los embriones que se formaron
produjeron brote y raiz vy se convirtieron en plantas
completas. Estas plantas se transplantaron a bolsas de
pldstico una vez que formaron rizoma. Al suplementar el medio
con acido 2.4,3 tricloro-fenoxiacetico (2,4,5-T) vy Acido
paraclorofenoxiaceético (pCPA) no registraron embriogénesis.

Vongvijitra (12%0) realizd un estudio para determinar los
medios para la inducecidn de calles & paritir de nudos de
plantulas asépticas de Dendrocalamus membranaceus. Las
plantulas germinaron en medio MS & partir de semillas maduras.
Siete dias después de la germinacidn, se aislaron segmentos de
nudo de 20 5 25 mm vy se cultivaron en medioc MY suplementado

con 2,4-D (entre 2.2 v 3.31 mg/L) v ©.45 mg/l. de BAF. Entre



22
la sexta y octava semanas, se iniciaron callos entire blanco-
amarillentos Yy café-—-amarillentos de textura granular v
nodulae. l.os callos pudieron mantenerse por medic de
subcultivos ilimitados. Con la dosis mas alta de 2,4-D los
callos se desarrollaron lentamente con masas suaves y color
café pscuro.

Nadgauda et al. {(179C) en Pune, India, informan haber
logrado fleoracidon en plantulas de dos especies de bambg
cultivadas .in wvitro. El sistema que desarrcllaron permite
inducir la floracidn v producir semillas viables v fértiles a
partir del cultivo in vitro de explantes de inflorescencias.
El refinamiento futuro de esta técnica puede llevar a la
introduceidn de programas de mejoramiento de bambles, asi como
un mejor entendimiento de l1os procesos figiolédgicas gque rigen

el comportamiento de la floracion en esta especie.



ITI. MATERIALES Y M&ETODRS

Ubhicacidn

La investigacion se llevée a cabo en el Laboratorio de

Cultivo de Tejidos de la Escuela Agricola Panamericana.

Material Vegetal

Se utilizéd la especie Dendrocalamus asper, existente en
la Escuela Agricola Panamericana. Se selecciond por 1a
abundancia de material vegetal gue produce durante todo el
afno.

Fara el trabajo de investigacidon se aislaron los
sigulentes tipos de explantes:

L. Yemas axilares:

Las vemas axilares se obtuvieran de los nudos de ramas
jovenes. lLas vemas se aislaron con algo del tejido circundante
patra poder realizar la desinfeccidn.

2. Tejidos de nudos ¥ entrenudos:

Se extrajo tejidos de nudos vy entrenudos de ramas
jovenes, éstos también con tejilido circundante para.poder hacer

la desinfeccidn.
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adas Desinfeccidan

Las yemas o nudos se introdujeron en una bolsa peqguefia
hecha de gasa para evitar que se dispersaran. El procedimiento
s& ilustra en la Fig. 1. La bolsa con el material se introdujo
en alcohel etilico al 704 durante veinte segundoas para
disolver la cera que recubre lgs tejides. Una vez lavada con
alcohel, la bolsa se introdujo en 80 ml de solucidn de
hipoclorito de sodie al .54 de concentracidn méds 1 gota de
Tween 80, gque se uss como dispersante y detergente, durante
guince minutos; manteniendose en movimiente constante en un
agitador magnético. Después de la desinfeccidn, el material se
enjuagd tres veces con agua bidestilada estéril, para eliminar
log residuons de hipoclorito de sodio. Estos enhjuagues se
realizarcn en la camara de transferencia puesta a funcionar I0
minutos antes de utilizarla v desinfectada con algcohol

inmediatamente antes de iniciar los enjuagues.

Medins de Culitivo

El medio de cultivo que se utilizd fueron las sales de
Murashige y Skoog (19462}, suplementade con hormaonas y otras
sustancias organicas. La composicion del medio se muestra en

el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Composicidn del medic basico de Murashige y Skoog
{1962) modificado, uwtilizado para la propagacidn
in vitro de bambil. Escuela Agricola Famamericana,
19290-1972.

Macroelementos mg /. Solucidén madre
NHAND = 1.650 ¥ 1O
K NDx 1.900 ® 10
Callz-2H0 440 ¥ 10
Mg&8a « 7H=O J7¢ ¥ 10
KH=FUa 170 ® 10
Microelementos
KI 0,83 ¥ 1.000
H=B0x= b2 ®¥ 1.000
MNS0a - 4HR0 22,3 # 1.000
InS0a4-7H=0 8.6 % 1.000
NazMol, - 2ZH=0 0,23 % 1.000
Cu8l4 - SH0O 0,025 w 1.000
Coll=-&H20 0,025 ® 1.000
FeNa-EDTA 37,5 ® 200
Inositol 100
Acido nicotinico 1
Firidoxina 1
Tiamina i
Gligcina =
Sacarosa 30,000
pH .8

Hormonas

Se usaron tres auxinas vy dos gitoquininas. Las
auxinas fueron el adcido naftalenaceético (ANA) ., acido
indolacético (AIA) vy acido 2,4 diclorofenoriacético (2,4-D).
tas citeguininas fueron la kinetina {(KIN}) vy bencilaminopurina
(BAF).

El medio de cultivo para cada experimento se prepardg

ntilizando las interacciones de auxina v citoguinina que se



presentan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Dosis v combinaciones de hormonas uti-—
lizadas en los diferentes experimentos
para la propagacién in vitro de bambua,
Escuela Agricola FPanamericana, 1990-1992.

Citoquininas Auxinas {(mg/L) -7
(mg/L.} & Q0,5 1 2 S
») Q0 D;0,5 031 32 0:38
1 1:;0 1:0,5 131 1:2 135
2 210 210,59 2:1 2;2 235
o G530 D10, 5 931 S5;%2 3:9

Freparacisén de Medips de Cultivo

Fara la preparacidn de los medios de cultive se hicieron
soluciones madre de lps macronutrimentos {(concentrada 10
vetes), micronutrimentos (concentrada 1000 veces) vy de
FeMa-EDTA (concentrada 200 veces). Esto evita la incomodidad
de medir cantidades muy pequefias de algunos reactivos al
momento de preparar el medio de cultive. Para pesar los
reactivos sodlidos se utilizd wna balanza digital con una
precisidn de 1/10000 de gramo.- Para medir volumenes de
reactivos liquideos se utilizaron pipetas de vidrio de €.1,
0.%, 1, 2 vy 10 ml. En un bocal de 2000 ml se midieron
aproximadamente 1200 ml de agua bidestilade manteniéndose =n
movimiento constante en un agitador magnetico. Al bpcal se
agregd: 100 ml de saolucidn madre de macroelementos, 1 ml de

snlucidén madre de microglementos, 9 ml de molucidn madre de
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FeNa-EDTA v el dcidoe citrico, imositol, 4&cido nicotinico,
piridoxina, tiamina, glicina y sacarosa seqgun las dosis
establecidas en el Cuadre 1. Una vez disueltos los componentes
el medio, la solucidn se vertid en balones aforados de 300 vy
1000 ml v utilizando agua bidestilada se aforaron a 500 y 1000
ml respectivamente. Habiéndose completado el volumen final del
medio, éste se vertid nuevamente al bocal de 2000 ml.
Manteniendo =1 medio en movimiento constante en el agitador
magnetico, se ajustd ei Fh & 3.8, aumentandolo con uni
solucidn 0.1 N de NaOH. FPara cada edperimento se prepararon
1.5 litrops de medio de cultivo basico, el cual se dividid en
4 partes de 3795 ml. A cada una de sstas partes se le aRadid la
dosis correspondiente de citoquinina. Fosteriormente cada
parte se dividid en 5 fraggiones de 75 ml v & cada una de
gstas se le afadio la dosis correspondiente de auxina. Con
este procedimiento se obtuvieron 20 frascos conteniendo 7% ml,
uno por cada tratamiento del experimento. El medio de cultivo
se transfirid con una jeringa auntomatick a tubos de ensayoe de
18 % 130 mm de vidrio con pusntes de papel. Se taparon con
tapas de plastico. Los tubes habian sido previamente
identificados con &l numero del experimento v del tratamiento.
El procedimiento para colocar los puentes de papel en los
tubos se ilustra en la Figura 2. De <¢ada tratamiento se
obtuvieron 1¢ tubos con & ml de medioco de cultive,

considerandn & cada tubo como una repeticidn.
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Esterilizacidn

El medio se esterilizé en una antoclave autom&tica a 1.06
kg de presién por com™ vy 120 durante 20 minutos.

Fosteriormente se almacend an un refrigerador a 4°C.

Cristaleria & Instrumentos

Fara la preparacidon de medios se utilizaron bocales de
100, 150, 25C, 300, 1400 vy 2000 ml; ftrascos Erlenmever de 120
ml; platos de Fetri de 11 cm; pipetas de 0.1, 4,5, 1, 5 vy 10
ml; balones volumétricos de 25, 50, 8500 v 1000 ml; preobetas de
10, B0, 100 200 v 1000 ml; y frascos de 123 ml. Toda la
cristaleria se lavd con detergente que no deja residuos 2n el
cristal, se enjuagd con agua blidestilada y se seqd al alre o
ern un horno a temperatura constante a 120°C durante 4 horas.

lLos instrumentos utilizades fuereon pinczas, agujas
hipodérmicas, bisturies y asas de Henley. Las pinczas,
histuries v asas de Henley =e envolvieron en papel de aluminio
y se2 esgterilizaron en una auvtoclave automatico a 1.06 kg de
presidn por cm® vy 120=C durante 20 minutos. Ne hubo necesidad
de realizar este procedimiento con las agujas hipodérmicas va
que se ubtilizaron agujas desechables, las cuales se compran
sesterilizadas v se fTlamean antes de utilizarlas. L.os
instrumentos se mantuvieron en la camara de transferencia
sumergidos en alcohol al 935 4 en frascos Erlenmeyer de 123 ml.

FPara utilizar los instrumentos, €stos se flameaban en la llama
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de un mechere de alcchol. Antes de utilizarlos, v para no
dafar el tejide, los instrumentos se enfriaban en agua

bidestilada estéril.

Obtencidn _de Explantes

El tejido esterilizade v enjuagado se digecd en la
camara de transferencia uwtilizande pinzas, agujas hipodérmicas
vy bisturies. La diseccittn se llevd & cabo sobre discos de
papael filitro en platos de Petri esterilizados en wha
autoclave. El uso del papel filtro scobre el plato de Petbri
facilita el trabajo va gue absorbe el edceso de humedad gue se
encuentra sobre el tejido gque se diseca. LLa diseccisdn se hizo
con la ayuda de un estereoscopio desinfectado con alcohol. For
cada platp de Fetri se hicieron cuatro o cinceo disecgiones de
vemas v solamente una diseccidn de nudos vy entrenudos. A las
vemas aXxilares se les elimind dos o tres capas de tejido,
sedgun el tamato de la vema. Para aislar explantes de nudos se
cortd el nudo dejando 1 mm a cada lado del! nuwdo., el cual se
divididh en 4 & & partes lguales, segun el didmetro del nudo.
Al momento de alslar el nudo, la seccidn basal del entrenudo
también se cortd en secciones de 1 mm para aprovechar el
explante que proporcionaba. Cada uno de los explantes se
coloacd en tubos de ensayo de 18 » 130 mm con medio de cultivo
vy la tapa se selld con Parafilm®, el cual permite el

intercambio de gases entre el interior del tubo v el ambiente



32

erternoc, no asi la entrada ¢ salida de humedad.

Condiciones Ambientales

Los cultivos se mantuvieron en una ciamars de crecimiento
a 253 més o menos 1°C, con un fotoperiodo de 14 horas de luz,

con una intensidad de 2000 luwx.

Metodologia

La investigacion se llevd a cabo en una serie de
experimentos, en los cuales se utili=zd el mismo medio de
cultivo en combinacidn con las interacciones de las auxinas v
citoquininas. L& investigacidn s orientd hacia las
combinaciones bormenales donde se observaron resultados

pasitivos.

Experimento 1
Efecto del ANA y RBRAF en el cultive a la luz de vemas

axilares de PDendrocalamus asper en medio MS modificado.

Se utilizd el medio MS (Cuadro 1) suplementado cen ©,8%
de agar, la suxina ANA v la citogquinina BAF segdn las dosis
establecidas en el Cuadro 2. Los explantes que se cultivaron
fueron vemas axllares de DPendrocalamus asper, elimindndoles

tres o cuatro brdcteas. Los cultivos se colocarcon a la luz con



un fotoperiodo de 16 horas.

Experimento 2
Efecto del AMA v HAF en el cultivo por dos semanas en 1a
pscuridad y posteriormente & la luz de vemas axilares de

Dendrocalamus asper en medio MS modificado.

Como consecuencia de la fuerte oxidacidn observada en el
Experiments 1 se decididé repetirleo, utilizando las mismas
sustancias de crecimiento. En el segundo experimento se hizo
una modificacidn al medic de cultivo, afdadienda 150 mg/L de
adcido citrico v uwtilizando puentes de papel filtro sin cenizas
(Fig. 2} en lugar de agar. Los puentes de papel sustituyeron
al agar porque el &cido citrico impide que el agar solidifique
el medio de cultivo, ademas que en un medio de cultivo liquide
hay mavar facilidad para la difusion de compuestos fenolicos
producidos por la planta.

lLos cultivos se incubaron en la oscuridad en la cdmara de
crecimignta durante las primeras dos semanas vy  luego se

colocaron a la luz.

Experimento 3
Efecto del culitivo de vemas axilares de Dendrocalamus
asper en oscuridad continua en medio M8 modificade con 2,4-D

v BAF en la propagacidon Iin viiro de bambii.
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Se utilizd =l medio MS suplementado con la auxina 2,4-D
y la citoquinina BAPFP en las dosis establecidas en el Cuadro 2.
Este cambio en relacidn gon los experlimentos anteriores se
debid a los resultados negativos ogbtenidos, ademds de alguna
indicacidn en la literatura acerca de la eficacia del 2,4~-D v
BAF en el cultivo in wvitro de otras especies de bambl. Se
afiadid dcido citrico como agente antioxidante en una dosis de
L350 mg/l.. Consecuentemente el medio se prepard sin agar
utilizande puentes de papel filtro sin cenizas en los tubos.
Los explantes que se cultivaron fueron vemas axilares de
PDendracalamus asper. Una vez realizados los cultivos, se
colocaron en oscuridad continua 2n la camara de crecimiento.

lLos explantes que formaron callo v que neo se oxidaron se
transfirieron a medio fresco cuatro meses despuds de la
siembra inicial y se mantuvieron a la luz con un fotopericdo
de 16 horas en la gamara de crecimiento. Los callos grandes se
dividieron con el objeto de tener wun mavor numero de

subcul tivos.

Experimento 4
Cultivo de vemas axilares de Dendrocalamus asper en
aoscuridad continua en medico ME modificado con AIA v RAF en la

propagacidn in vitro de bambud.

El medic de cultiveo M5 kasico se suplementd con 130 mg/L

de &cido citrico vy las dosis vy combinaciones de ambas hormonas
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segun el Cuadro 2. El medioc se colocd en tubos de ensavye de 18
# 150 mm con puentes de papel filtro sin cenizas. Una vexs
realiradas las siembras, log cultivaos se colocaren en

agscuridad continua.

Experimenta 3
Cultiveo de nudos, entrenudos vy vemas axilares de
Dendrocalamus asper en  oscuridad continua en medio MBS
modificado con 2,4-D v BAP en la propagacidn in wvitro de

bambul .

En el Experimentoc 3 se notd gue las yvemas axilares de
Dendrocalamus asper generaron callos, algunps de los cuales
tenian poca oxidacidn. Se decidid entonces utilizar 21 mismo
medio de cultive suplementade con las mismas hormonas, 2,4-D
v BARAF (Cuadros 1 v 2), para =21 cultivo de nudos v entrenudos
de la misma especie. Al preparar el medio de cultivo se
obtuvieron 220 tubos, 11 por cada tratamiento. De los 220
tubos con medio de cultivo, 100 se cultivaron con explantes de
nudoe, 100 con explantes de entrenudo y los 20 restantes con
explantes de yemas axilares. Une vezr realizados los cultivos,
se colecarcon en la camara de crecimiento en oscuridad
continua. Las explantes gue formaron callo se transfirieron a
medio fresco. eliminandoles la porcidan oxidada v colocandolos
a la luz. Los que ne mostraron reaccion se transfirieron a

medio fresco dos meses despues de la siembra inicial.
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Experimento &
Efecto del cultivo de vemas axilares de Dendrocalamus
asper en ascuridad continua en medio MS modificado con 2.4-D

vy KIN en la propagacidn in vitro de bambid.

Se utilizd el medio MS suplementado con 130 mg/lL de &cido
citrico v las dosis y combinaciones de ambas hormonas segdn el
Cuadro 2. El medio de cultivo se coloct en tubos de 1B x 150
mm con puentes de papel Tiltro sin cenizas. De cada
tratamiento se hicieron 12 repeticliones. Los explantes gque se
utilizaron fueron vemas axilares de Pendrocalamus asper. LLas
venas se disecaron sobre platos de Fetri con discos de papel
filtro remojados en una soluclidn de &cido citrico al 1%4. Este
procedimiento se hizo para hratar de evitar la oxidacidn de
los explantes.

Una vez realizadas las siembras, los cultivos se
colocaron en la cémara de c¢reacimiento en la oscuridad. L.as
observaciones se hicieron dos meses despues de la siembra

inicial.



IV. RESULTADOS

El trabajo siguid un procesc durante el cual cada

experimenta se basd en las resultados del experimento

anteriaor.

Experimento 1

Cultivo de yvemas axilares de Dendrocalamus asper & la luz
en medio MS modificado con ANA v BAP en la preopagacion in

vitro de bambil.

En este experimento un 10074 de los explantes se oxidaron
en el medis de cultive. En ninguno de ellas se observo
crecimiento. Asimismo, en ninguno de los tratamientos hubo

contaminaciones.

Experimento 2

Efecto del ANA v BAF en el cultivo por dos semanas en la
nacuridad v posteriormente a la luz de vyemas axilares de

Dendrocalamus asper en medio M5 modificado.

Casi todos los cultivos se oxidaron y ninguno formd
callo. En el Cuadro 3 se observan los porcentajes de oxidacion

por tratamiento. Las oxidaciones se presentaron en todos los

tratamientos, sin ninguna tendencia gue indicara la influencia
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de alguna de las sustancias de crecimiento. L.os explantes que

no se oxidaron se contaminmaron con hongos.

Cuadiro 3. FPorcentajes de oxidaciones 2n yvemas axilares
cultivadas por dos semanas en oscuridad vy
despueés & la luz, en medio MS modificado con
ANA v BAF en la propagacion in vitro de bambud.
Escuela Agricola Fanamericana, El Zamorano, 1990-—

17%1.
BAF ANA  (mg/L)
(mg /L) 0 0,5 1 2 5
0 LOo0 0 {0 100 ?5
1 25 100 100 ?3 100
= 100 100 79 ?5 2?3
o 160 F5 100 F3 2?5

Experimento 3

Efecto del cultivo de yemas axilares de DPendrocalamus
asper en oscuridad continua en medio MS modificado con 2,4-D

y BRP en la propagacion in vilro de bambu.

El grado de oxidacidn de los explantes fue bastante alto,
v se presentaron en todos los tratamientos. En el Cuadro 4 se
observa el porcentaje de oxidacidn de losg explanises de cada
tratamiento.

Tanto en el 2,4-D solo como en la BAP sola, hubo un alto
porcentaje de oxidaciones. En las combinaciones hormonales
hubo una leve tendencia a aumentar el porcentaje de oxidacion
con los aumentos en la cohcentracidn del 2,4~D. La mavar parte

de los explantes que no se& oxidaron se contaminaron con



hnongos.

Cusdre 4. Forcentajies de oxidacldn de vemas axilares
cultivadas en oscuridad continua en medio MS
modificado con 2,4-D v BAP en la propagacidén
in vitro de bambd. Escuela Agricola Faname-—
ricana, El1 Zamorano, 1991.

BAF 2.4-D {(mg/L)

(mg /L) 0 3,5 1 2 S
8 80 20 100 80 100
1 100 7O 20 7o PO
2 100 70 80 100 80
3 100 60 &0 &0 F0

En muchos de leos tratamientos hubo formacidn de callos.
Estos fueron inicialmente amarillo-cremosos, aunque al poco
tiempo de su formacidn muchos de ellos se oxidaron. En el
Cuadro a 52 observan los porcentajes de callos por

tratamiento.

Cuadro 3. Forcentajes de callo de vemas axilares en medio MS
suplementado con diferentes dosis de 2,4-D v BAP
en la propagacion Iin vitro de bambd. Escuela
Agricola Fanamericana, El Zamorano, 19%1.

BAF 2,4-D (mg/L)

(mg/L) Q 0,5 1 2 o
O 40 20 30 40 30
1, 80 20 0 O G
2 G0 40 10 8] 10
3 80 S0 4 10 0

En la ausencia de BAF, se formd callo en los tratamientos

con las diferentes dosis de 2.4-D. De la misma forma en
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augencia de 2,4-D, se formd callo en todas las dosis de BAF.
En las combinsciones de ambas hormonas,. algunos tratamiermtos
formaron callo, llegando a 40% en el meijor de los casos, pero
otros no formaron. En la Fig. 7 se muestran los efectos de las

diferentes dosis de 2,4-D en el desarrclle de callos.

100

Forcentajes de callg

mg/ | do BAP
a0 Domg/l 24D + 0,3 mgll 2,4-Bp & 1mg/t 2,4-D A 2 moll 24D
X Smgsl 2.9D

Fig. 3. Forcentajes de callo en yemas axilares cultivadas
en medip M5 modificado con distintas dosis de Z,4-D v BAF.

El testigo absoluto (2 mg/l de ambos reguladores) formd
40% de callos. Algunos tratamientos superaron este porcentaje,
pero ctrog tratamientos mostraron porcerntajes menores o no
formaron callocs. En ausencia de 2,4-D s noto una tendencis

hacia el aumsnto en el porcentaje de callos con cada
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incremente en la dosis de BAFP, aungque llegd & declinar con la
dosis mas alta (5 mg/t. de BAP). Con 0,5 mg/L de BAF el
porcentaje de callos es bajo, entre 20 v 30%. Las dosis de 1.2
y 9 mg/k. de 2,4-D tuvieron respuestas muy similares,
produciendo entre 30 y 504 de callos en ausencia de BAF pero
disminuvenda al estar presente la citoguinina. Con la dosis
més alta de ambos reguladores na hubo foarmacidn de callos.
La mayor parte de los subcultivos se oxidaron al
exponerse a la luz, pero en algunos casos hubo crecimiento.
En &1 tratamiento «¢on 3 mg/L de 2,4-D v 2 mg/L de EBAF
gobrevivid un calle de la siembra inicial, el cual se
subdividid en dos calles peguefios que se cologaron a la luz.
Ambos se multiplicaron y formaron masas friables, amarillo-—
cremosas ¥ con zonas verdes. A los tres meses del subeoultivo
paergid un brote de uno de estos callos, v un mes después se
observaron vyemas adventicias vy raices peguefias en muchas
zonas, aunque no directamente en la base del brote (Fig 4).
El otro callo generd vemas adventiciazs a los ¢inco meses
del subcultivo, muy similares a la observada en el gue generd
2l brote. Estas vemas se encuentran bajo observacidn (Fig. 3).
Dtro caso especificeo fue el del tratamiento can ©,3 mg/L
de 2,4-D v 2 mg/L de EBAF, del cual se colocaron tres callaos a
la luz despues de la transferencia a medio fresco. Dos se
oxidaran, vy uno de ellos formd una masa compacta, amarillo—
cremosa. Del callo brotareon raices a los cuatro meses de la

transferencia ¥ se oxidd un mes despues (Fig. &) .
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En el tratamiento con 1 mg/L de 2,4-D v & mg/L de BAF se
transfirieron cinco callos a medio fresco (provenientes de
cuatire callos de la siembra original). De estos, uno se
desarrolld en un callo arande, compacto, de color amarillo-
cremaoso v con zonas verdes. A los cuatro meses del subcultivo
se oxidd.

El crecimiento de raices se observod en callos cultivados
en desis iguales o superiores a los 2 mg/l de BAP v entre 0,5
y 3 mg/L de 2,4-D. La fermacidn de brotes ccurrid en explantes
cultivados con la dosis mas alta de 2,4-D (5 mg/L) v con 2

mg/L de BAF.

Experimento 4

Cultivo de vemas axilares de Dendrocalamus asper en
oscuridad continua en medlio M8 meodificado con AIA v BAFP en la

propagacidn in vitro de bambd.

El mayor problema gue se tuvo en este experimento fue la
oxidacidn de los explantes en el medio de cultivo, a pesar de
las medidas que se tomaron tratande de evitarla.

En el Guadro é se observan los porcentajes de oxidacidn
de los diferentes tratamientos.

Las oxidaciones no mostraraon ninguna tendengia
relacionads con las diferentes dosis v combinaciones de AIA v
BAF. A pesar de las oxidaciones, algunos explanies llegaroeon &

formar callos (Fig. 7)., pero otros noc formaron callo ni se



i
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oxidaren. En el Cuadre 7 se observan los porcentajes de

formacidn de callos en los diferentes tratamientos.

Cuadro 6. Forcentajes de oxidacion de yemas axilares de
Dendrocalamus asper cultivadas en medio MS
suplementado con diferentes dosis de AIlA v BAF
en la propagacidn in vitro de bambd. Escuela
Agricola Fanamericana, El Zamorano, 1991,

BaP ALA (mg/L)

{mg/L.) e 0,38 1 2 bl
Q 60 60 {0 F0 80
1 40 50 40 80 80
2 40 o0 50 S0 SG
bal &0 8o &HO 6O 40

Cuadro 7. FPorcentajes de callo en explantes de vemas
axilares cultivadas en medio MS suplementado
con ATA v BAFP en la propagacicon in vitro de
bambdi. Escuela Agricola Fanamericana, EIl
Zamorano, 1991.

T
BAF ALA (mg /L3
(mg/L} O 0,5 1 2 5
O O 10 o] £ 0
1 10 10 10 20 o
2 10 S0 40 40 20
S 30 20 10 20 20 |

En la ausencia de BAF, las distintas dosis de AIA no
formaron callo, excepto por uno en el tratamiento con 0,5 mg/L
de AlA, gque se oxidd a los potos dias de iniciar su
crecimiento. Sin el AIA los cultivoes tuviereon wun  bajo
parcentaje de formacion de callos, el cual aumento con los

incrementos en la dosis de BAF, llegando & uwn 304 con la dosis
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mé&s alta de RAF, o mg/L. En las combinacionss de ambas
sustancias de crecimiento el paorcentaje de callos fluctud
entre © v D0O%, v no hubo tendencias en ss5tos porcentajes.
En la Fig. 8 se ohservan las respuestas en cada nivel de

BAF con diferentes dosis de AlA.

50

10

Porceante)es da callo

10

n L ‘b—
0 a.s 1 2

Bogis de AlA CmQ/ 1D
0O DO mg/l de BAP + 1 mg/t de BAP o 2myg/l de BAP A S mop/l de BAP

Fig. B. Forcentajes de callo en yvemas axilares cultivadas
en medio MS modificado con distintas dosis de ARIA y BAF.

En avsencia de BAF no hubo formacidn de callos, excepto
por un case aislado en la dosis de 0,5 mg/L de B&F. Con 1 mg/L
de RAF, los porcentajes de callo fueron bajos con dosis bajas
de AI& (O, 0,5 yv 1 mg/L), con 2 mg/L de AlA el parcentaje

subid & 20%, psro con & mg/L no hubo formacidn de callos. La
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mejor respusesta se obtuveo con 2 mg/ll de BAF., alcanzrando entre
40 v 504 de callos con lias dosis de 0,3, 2 v S mg/L de AIA. La
dosis méas alta de AlA produjco pocos callos con las diferentes
dogis de BAF, fluctuando entre.lo y I04. El porcentaje mas

alto lo produjo en la ausencla de AIA.

Evperimento 5

Cultiveo de nudos., entrenudos v yvemas axilares de
Dendrocalamisz asper en  oascuridad gcontinua en medio MS
modificada con 2.4-0 y BAF en la. propagaciodn in vitro de

bambd.

Nudos

Al cultivar explantes de nudos, no se desarrollaron
callos en ningdn tratamiento. En todos los tratamientos hubo

oxidacitn de los explantes (Cuadra 8).

Cuadro 8. Forgentajes de ogxidacion de nudos de Dendrocalamus
asper cultivados en oscuridad continua en medio MS
suplementado con diferentes dosis de 2,4-D y BAF
en la propagacidn in vitro de bambd. Escuela Agri-
cola Fanamericana., El1 Zamorano, 1991.

EARF 2.,4-D (mg/L) ]
{mg /L) 0 0,3 1 2 3
O 8o 100 80 104 80
1 80 80 SO L0 &0
2 &0 &0 80 80 80
i g0 ) b &HO 80

Los mavores parcentajes de oxidacion se produjeron en
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ausencia de RAFP, aunque no estuvieron relacionados a la dosis
de 2Z2,4-D. En las combinaciones de ambos reaguladores, los
porcentajes de oxidacidn fueron similares, variando entre 460
v 80L.

Hubo algunos explantes que no se oxidaron pero gque no
reacalionaron de manera alguna. Estos no se presentaron en los
tratamientos gque carecian de BAF. pero si en varias de las

combinaciones de ambas hormonas (Cuadro 2).

Cuadro 9. Porcentajes de nudas de Dendrocalamius asper que no
mositraron reaccidn al cultivarse en oscuridad
continua en medio MS suplementado con diferentes
dosis de 2,4-D vy BAF en la propagacion in vitreo
de bambu. Escuela Agricola Fanamericana, E1
Zamorano, 19%91.

BAF Z2.,4-D {mg/L.)

(mg/1.) o 0.5 1 2 3
) QO ) e} ) C
1 #] 20 20 20 20
= 20 20 20 O O
b 0O 40 40 0 20

Tndos los explantes que no mostraron reaccidn se pxidaron
al transferirse a medico frescp y exponerse a la luz.

En muchos tratamientos hubo contaminacidn con hongos. En
2l Cuadro 10 se aprecian los porcentajes de contaminacion en
los cultivos.

No se npta ninguna tendencia en las contaminaciones con
relacién a las sustancias de crecimiento. Los explantes

contaminados se presentaron en muchos de los tratamientos,
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llegando en algunos a 40%.

Cuadro 10. Forcentajes de contaminacidn en nudos de Pendro—
calamus asper cultivades en oscuridad contipua
en medio MS suplementado con diferentes dosis
de 2,4-D v BAFP en la propagacidn in vitre de
bambi. Escuela Agricola Fanamericana, E1
Zamorano, 19%91.

EAF 2,4-D  (mg/L)

(mg/L} ) 0,5 1 2 5
0 20 o 20 0 20
1 20 o 40 20 20
2 20 20 o 20 20
S ) 40 o 40 20

Al cultivar entrepudos se desarrollaron callos en algunos
tratamientos, aunque el porcentaje de explantes oxidados fue
mavor que en el cultive de nudos. En =21 Cuadro 11 se presentan

los porcentajes de oxidacion en cada tratamiento.

Cuadro 11. Forcentajes de oxidacicén en entrenudos de
Dendrocalamus asper cultivados en oscuridad
continua en medio MS suplementado con dife-
rentes dosis de 2,4-D v BAF en la propagacion
in vitro de bambi. Escuels Agricola Paname-
ricana, El Zamorano, 1991.

BAP 2,4-D ¢tmg/L) .

{mg/L) ¥ 0,5 1 2 =)
. 140 100 100 80 loo
1 100 100 80 100 100
2 100 &0 100 loo 100
i 100 8o Tt ino a0 i

En muchos de laos tratamientos la oxidacidn fue total, sin
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distincion del regulador de crecimisnto en 1 medio de
cultivo. Dos tratamientos tuvieron &0% de oxidacidn., pero la
mayoria tuvieron entre 80 vy 100%.
En algunos tratamientos se desarrollaron callos sn los

explantes (Cuadro 1Z}.

Cuadro 12. Feorcentajes de callo en explantes de entrenudos
cultivados en medioc MS suplementada con 2,4-D
vy BAF en la propagacidn in vitro de bambd.
Escuela Agricola Fanamericana., El Zamorano,

1991,
j=fat= Z.,4-D (mg/L)
(mg/L) O 0,5 1 2 5
O (a] ) &0 60 80
1 20 20 20 O 40
s 40 0 (W] 40 40
S 4.0 60 (] (5] 20

La Fig. 9 muestra las tendencias en el desarrollo de
callos con cada dosis de BAP comb respuesta a las diferentes
dosis de 2,4-D.

Ern ausencia de 2Z,4-D se nota una tendencia hacia el
aumento en los porcentajies de callo al incrementar la dosis de
EBAF. En la ausencia de BAF, las diferentes dosis de 2,4-D
mostraron wna tendencia a aumentar los porcentajes de callo
con los aumentos en la dosis del regulador de crecimiento. En
las combinaciones de ambas hormonas no hubo tendencia alguna
en la formacitn de callos, aunque si habia diferencias entre

algungs tratamientos.
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obtuvieron entre 4 y 10V de regeneraciodn de plantas. Manzur
(1982) trabajid on Bambusa sSpp-. obteniendo &HOL de
diferenciacidn organcgénica. Estos investigadores wutilizaron
vemas axilares con Tfragmentos de nudo y entrenudo. Esta
diferencia en g1 tamafo v composicion histolagica del explants
pudce hahber sido la causa de la diferencia em la respuesta
obternida sn el presente trabajo en relacidn gon los trabajos
de Rao v Rac y Manzur.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se podria
cultivar yemas axilares en un medio de cultivo gue genere un
elevado porcentaie de callos, v luego trangplantarlos a otro
gque permita la regeneracidn de plantas. A pesar del bajo
porcentaje de regeneracidn observadeo (20%), esta técnica es
m&s eficiente gque la propagacion vegetativa tradicional
mediante estacas, ya gue neo es necesario fragmentar una cafa
para obtener propiagulos como indican Nidmef:(1990a), Calidonin
(1921) v Dajun y S8Shap-Jdin (1287). Mediante el cultive de
tejidos, la multiplicacidn de plantas se basaria en 1la
propagaclidn de vemas axilares provenientes de ramas
seqgundarias o terciarias. Con los resultados obtenidos se
podria regenerar alrededor de 300 plantas por afo, partiende

de una rama terciaria de Dendrocalamus asper.



VI. CONCLUSIONES

El bambit Dendrocalamus asper se puede propagar mediante
tecnicas de cultiveos Iin vitro.

El cultiveo in vitrg de vemas axilares de Dendrocalamus
asper es mas eficiemnte gue 1la propagacidn vegetativa
tradicional, va que el potencial de regeneracidn es de
alrededor de 5S00 plantas por &fo partiendo de wa -ama
terciaria, sin necesidad de fragmentar las cafias de la planta.

En Dendrocalamus asper los mejores explantes para la
propagacidn Jin vitrpo son las yemas axilares de ramas en
crecimiento activo.

El medio de cultivo de Murashige y S5koeog modificado es
adecuado para la propagacidn in vitro de Dendrocalamus asper.

ElI 2,4-D es la auxina mas eficaz en la produccion de
callos de Dendrocalamus asper.

La citoquinina BAF produce los mejores resultados en el
cultiveo in vitre de Dendrocalamus asper.

Fara la produccidgn de callos no es npecesaria una
combinacion de auwxinas y citoguininas.

Fara l& regeneracicon de plantas es necesaria la

combinacidn de auxinas y citoquininas en &1 medio de cultivo.
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o O mg/) de BAP + 1 my/! do BAP ¢ 2mg/l Oa BAP A 3 mY) da BAP

Fig. 9. Forcentajees de calle a partir de entrenudos
cultivados en medio MS modificado suplementado con 2,4-D

Todeos los callos de entrenudo transferidos a medio fresco
se pxidaron al ser expuestos a la luz.
El porcentaje de contaminaciones en los tubos fue bajo

(5%), considerando que #1 material proviene del campo.

Yemas aiilares
Todos los explantes se oxidaron. Dos explantes formaron
callo con raices, uno con la combinacidn de 0,5 mg/L de 2,4-D
y 2 mg/L de BAF, vy el otro con las dosis de 1 mg/L de 2,4-D y

5 mg/L de BEBAF.
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Experimento &
Efecto del cultivo de yemas axilares de Dendrocalamus
asper en ogscuridad continua en medio M5 modificado con 2,4-D

vy KIN en la propagacidn in vitro de bambd.

En este experimento se tratd de probar la eficacia del
2.,4-D en combinacidn coen la citoquinina KIN.

Se tuvieron problemas con oxidacidn de los explantes. En
el Cuadro 13 se muestran los porcentajes de oxidacidn por

tratamiento.

Cuadro 132. Forcentajes de oxidacion de vemas axilares de
Pendrocalamus asper cultivadas en medio MS
suplementado con diferentes dosis de 2Z,4-D v
KIN en la proepagaciédn Iin vitro de bambd.
Escuela Agricola Fanamericana, El Zamorano,

1991 .
I 2,4-D {mg/L}
(mg/L.} O .9 1 2 o
0 100.0 Lo O 100,90 1.7 100.0
1 100.0 100.0 83.5% L00.0 100,0
2 106.0 1L00.0 L0O0.0 1QG.0 1000
o B4.46 1.7 83.3 Ta.0 1.7

Las oxidaciones se presentaron £n todos los tratamientos.
Con la dosis mas alta de KIN, el porcentaje de oxidacidn de
los cultivos fue menor que con las otras dosis, aunque la
diferencia fue peqguefa.

Algunos tratamientos produjeron callaos. En el Cuadro i4

se presentan los parcentaies de calle en los distintos
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tratamientos, v en la Fig. 10 se notan las tendencias de las

dosis de 2,4-D con los diferentes niveles en la dosis de KIN.

Cuadro 14. Forcentajes de callo en explantes de yemas
arilares cultivadas en medio MS suplementado
con diferentes dosis de Z,4-D y KIN, Escusla
Agricola FPanamericana, El Zamorano, 19%1i.

KIN 2.,4-D (mg/L)

(mg/L) (8] & Mo 1 = S
C 25.0 B S s I3 S0.0 Q.0
! 75.0 8.3 8.3 8.3 0,10
2 2.3 S0 0.0 00 Q.0
5 g84.6 33.3 8.3 0,0 8.3

100

Porcentajes de cullo

Domiw da EIH Cmg/ 1D
O O/l de 2,40 + 0,5ng/l Ca 2,40 & 1my/l de 2,40 & 2 ;| de 2,4-D
% Sep/) da 2,4-D

Fig. 10. Forcentajes de callo en yemas axilares cultivadas
en medio MS modificado con diferentes dosis de 2,4-D vy
KIN.
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En ausencia del 2,4-D el porcentaje de callo aumentd con
la dosis de KIN. Cuando se aplicd 2,4-D solo, también hubo un
aumento en el porcentaje de callo hasta la dosis de 2 mg/L.
Con la dosis de 3 mg/L de 2,4-D no hubo formacidn de calle,
excepto por uno producido con la dosis de 5 mg/l de KIN.

Hubo rizonogeénesis en un callo cultivado sin 2,4~D v con
2 mg/l. de KIN. Este callo se oxidd antes de la transferencia
a medio fresco.

En este experimento se presentd contaminacidn con hongos

en algunos explantes pero el porcentaje fue bajo (S4).




Y. DISCUSION

El mayor problema gque se observd durante la investigacien
fue la oxidacién de los explantes en todos los experimentos.
Estos resultados son similares & los obtenidos por varios
autores (Manzur, 1982; Mascarenhas et al., 1990; Vongvijitra,
19903 Zamora, 1991). Todos ellos informan de porcentajes altos
de oxidacidn en sus trabajos, orientdndolos hacia 1la
prevencidn o reducgidn de las oxidaciones en los cultivos.

En el Experimento 1 todos los explantes se oxidaron. El
exponer los cultivos a la luz influyd en la oxidacidn de
sustancias fendlicas exudadas por el explante. A partir del
Experimento 2 se decidid afadir dcido citrico al medio como
componente en los experimentos subsiguientes porgque 1a
literatura indica que tiene algun efecto como agente
antioxidante (Bhojwani y Razdan, 1983). También se decidid
cultivar los explantes durante dos semanas en la oscuridad
antes de exponerlos a la lu=z. Este procedimiento resultd
ineficaz, ya que los porcentajes de oxidacidn fueron cercanos
al 1004 (QCuadro 3} .

En el Experimento 3 se decidid mantener los cultivos en
oscuridad centinua. Estp redujo las oxidaciones en algunos
tratamientos, aungue €l porcentaje fue alto (Cuadro 4). Este
procedimiento se mantuveo en los Experimentos 4 y 3.

Tanto en gl Experimento 4 como en el 4, la mayor parte de



38
los cultivos se oxidaron (Cuadros &, 8 v 11}). Tratando de

contrarrestar este efecto negativo, en el Experimente & los

explantes se disecaron en una solucidn deébil de dcido gitrico.
Los resultados de aplicar esta técnica fueron negativos, va
que los porcentajes de oxidacidn alcanzaron el 1007 en casi
todos los tratamientos (Cuadro 13). Los menores porcentajes de
oxidacidn se obtuvieron aplicando la técnica descrita para los
Experimentos 3, 4 v 9, aungue resultan inadecuadas para la
multiplicacidn de la especie a gran escala.

De las auxinas, el 2,4-D resultd ser la mas eficaz para
la induccion de callo en los explantes, en las dosis de 1 vy 2
mg/L. No se pudp establecer una comparaclon con el efecto del
AMA en los Experimentos 1 v 2 debido a la oxidacidn que hubo
en ambos. En relacidn con el AIA, el 2,4-D generd mas callo en
los experimentos en gque se usd (Experimentos J vy &) al
cultivar el misme tipo de explante. En el Experimento 3 se
observd mayar formacion de callo en los explantes que en el
Experimento 4. Esto aparentemente tuvo relacidn econ el estado
fisioldgico de la planta donadora de los explantes. El
Experimento 3 se realizd al inicio de la estacion lluviosa,
gque es la epoca de crecimiento active para Dendrocalamus
agsper. El Experimento & se realizdo a mediados de la estacidn
seca cuande el crecimiento activo ha cesado. Esta diferencia
fisioldgica de la planta probablemente tuvo efecto en 1la
formacion de callo en los explantes.

De las citoquininas gue se probaron, la BAF resulto mejor
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que la KIN para la induccidén de callos. Los mejores resultados
se obtuvieron al utilizar las dosis de 2 vy & mg/L de BAF. En
el cultivo de vemas axilares, el use de BAFP en el Experimento
3 generd un mayor porcentaje de callos gue usando KIN en el
Experimento &.

El tiempo para la formacidn de callos fue rdpido. Todos
los explantes que formaron callos en los distintos
experimentos lo hicieron en un periodo cercano & los 60 dias.

Entre 1los diferentes tipos de explantes, las vemas
arxilares fTueron las que mejor respondieron. Utilizando estos
explantes se regeneraron plantas, 1o cual no se logrod
wtilizando nudos o entrenudos. En el cultivo de entrenudos se
obtuvp mavor produccidan de callos con dosis altas de 2,4-D.
Esto concuierda con lo obtenide por otros investigadores
(mencionados por Rao =¢t al., 1989). Al cultivar nudos en el
Experimento 9, no se forméd callo en ningun tratamiento. 8Sin
embargo, Rag et al. (1989) citan a varios investigadores que
han obtenido bretes en cultivos de nudos en otras especies de
bamb.

En ningun experimento se observd organogénesis directa
del explante, sino gque los brotes obtenidos se desarrollaron
a traves de la formacidn de un callo inicial. En el
Experimento 3 se generaron plantas a partlr de callo. Estas se
desarrollaron tres meses después de un subcultivo vy trasplante
-a medio fresco. Esto representd un 20% de regeneracidn de

plantas. En D. strictus, del mismo género, Rao y Rao {(1990)
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