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RESUMEN

Introduccidn. Laaltatasade contaminantes microbianosvisiblesenlafase de establecimien-

bambues, macropropagacion; propaga-

cidn in vitro

to, asi como una baja tasa de multiplicacion, enraizamiento y supervivencia ex vitro, consti-
tuyen los principales problemas durante la propagacion in vitro en Bambusa vulgaris Schard.
ex Wendl. El presente trabajo se realizé con el objetivo de proponer nuevas alternativas para
la propagacion de Bambusa vulgaris Schard. ex Wendl combinando técnicas tradicionales.
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INTRODUCCION

Métodos. Se determind la influencia de las condiciones climaticas en el establecimiento in vitro de
los segmentos caulinares. Ademas, se estudio el efecto de las condiciones de cultivo en los brotes
multiplicados en medio de cultivo liquido estatico y Sistemas de inmersion temporal, asi como su
respuesta durante la fase de aclimatizacion. Resultados. Fueron identificados por primera vez los
contaminantes microbianos de alta frecuencia de aparicion asociados a las plantas en casa de cul-
tivo e in vitro. Durante el establecimiento in vitro de las yemas axilares se logré un 99 % de brotacion
y 98 % de explantes libres de contaminantes microbianos visibles entre los meses de enero-abril y
noviembre-diciembre. Se demostrd que los brotes multiplicados entre el sexto y octavo subcultivo
con 12 uM de 6-BAP pueden ser utilizados para la multiplicacion en Sistemas de Inmersion Tempo-
ral. Se logré incrementar la calidad morfo-fisioldgica y bioquimica de los brotes cultivados en los SIT
con la menor concentracion de 6-BAP (6,0 uM) y un tiempo de inmersién de 2 min, aspectos poco
abordados en las especies de bambues. Se describieron los primeros estudios en la especie sobre
el efecto de la sacarosa en la respuesta morfo-fisioldgica, anatémica y bioquimica de los brotes en
los SIT durante la transicion in vitro-ex vitro. Las plantas llevadas a la casa de cultivo pudieron emitir
entre 4y 7 nuevos brotes con altas tasas de supervivencia durante la extraccion de retofios.

Alternatives for the propagation of Bambusa vulgaris Schard. ex
WendlI

ABSTRACT

Introduction. The high rate of visible microbial contaminants in the establishment phase, as well
as a low rate of multiplication, rooting and survival ex vitro, constitute the main problems during in
vitro propagation in Bambusa vulgaris Schard. exWendl. The present work was carried out with the
objective of proposing new alternatives for the propagation of Bambusa vulgaris Schard. exWendl|
combining traditional techniques. Methods. The influence of climatic conditions on the in vitro es-
tablishment of stem segments was determined. In addition, the effect of the culture conditions on
the multiplied shoots in static liquid culture medium and temporary immersion systems was studied,
as well as their response during the acclimatization phase. Results. Microbial contaminants with a
high frequency of appearance associated with plants in cultivation and in vitro were identified for the
first time. During the in vitro establishment of the axillary buds, 99 % sprouting and 98 % explants
free of visible microbial contaminants were achieved between the months of January-April and No-
vember-December. It was shown that shoots multiplied between the sixth and eighth subculture with
12 uM 6-BAP can be used for multiplication in Temporary Immersion Systems. It was possible to
increase the morpho-physiological and biochemical quality of the shoots grown in the SITs with the
lowest concentration of 6-BAP (6,0uM) and an immersion time of 2 min, aspects little addressed in
the bamboo species. The first studies in the species on the effect of sucrose on the morpho-physio-
logical, anatomical and biochemical response of shoots in SITs during the in vitro-ex vitro transition
were described. The plants brought to the grow house were able to emit between 4 and 7 new shoots
with high survival rates during the extraction of suckers.

(CO,), de una manera mucho mas eficiente que los arboles del

Los bambues son especies protectoras del ambiente y  bosque tropical. Por otra parte, poseen gran importancia en la

juegan un papel determinante por la cobertura que brindanal ~ conservacién de los recursos hidricos en paises de América

habitat donde crecen. La sujecion del sustrato, mediante sus  Latina.( Bambusa vulgaris Schrad. ex Wend| (B. vulgaris) es
raices y rizomas, evita la erosion hidrica y elimina las carca-  la especie mejor adaptada a los ecosistemas cubanos y es
vas. Ademas, ayudan a fijar el dioxido de carbono atmosférico  capaz de crecer en suelos con poca capacidad productiva.®
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La regeneracion natural de esta especie se ve afectada por un
largo periodo de floracién y por la baja viabilidad de la semi-
lla. Del mismo modo, la propagacion vegetativa por la division
de los rizomas se obstaculiza por las bajas tasas de enraiza-
miento y escasa disponibilidad de propagulos.® Las razones
anteriormente expuestas acentuan la baja disponibilidad de
posturas para Cuba.®

Como una alternativa a las limitantes en la propagacion
vegetativa de esta especie, los métodos biotecnolégicos per-
miten obtener un mayor nimero de plantas en un corto perio-
do de tiempo.® La organogénesis y la embriogénesis soma-
tica son las técnicas mas abordadas en las investigaciones
relacionadas con la propagacion in vitro de los bambues. © En
B. vulgaris se establecieron protocolos para la regeneracion
de plantas via organogénesis, con el empleo de medios de
cultivo en estado semisdlido.7#9 Sin embargo, estos protoco-
los poseen bajos coeficientes de multiplicacion y porcentajes
de supervivencia de las plantas en condiciones ex vitro. Por
tanto, dichas limitantes impiden contar con un protocolo repe-
tible y eficiente para la propagacion de B. vulgaris. El objetivo
de la presente investigacion fue proponer nuevas alternativas
para la propagacion de B. vulgaris combinando técnicas tra-
dicionales.

METODOS

La presente investigacion se realizd en el laboratorio de
propagacion masiva de plantas del Instituto de Biotecnologia
de las Plantas (IBP) de la Universidad Central Marta Abreu de
Las Villas.

Para el desarrollo de los experimentos in vitro se definie-
ron cinco blogues de experimentos, el primero de ellos referi-
do a la influencia de las condiciones climaticas en el estable-
cimiento in vitro de los segmentos caulinares de B. vulgaris. El
segundo al efecto del 6-BAP y el nimero de subcultivo en la
multiplicacion de los brotes de B. vulgaris cultivados en medio
de cultivo liguido estatico. El tercereo al efecto de las condi-
ciones de cultivo en la multiplicacién, morfo-fisiologia y bio-
quimica de los brotes de B. vulgaris en Sistemas de inmersion
temporal (SIT). El cuarto al efecto de la sacarosa en la mor-
fo-fisiologia, anatomia y bioquimica de los brotes cultivados
en los SIT durante la transicion de las condiciones in vitro a
ex vitro y un ultimo blogue relacionado con el deshije de las
plantas aclimatizadas.

RESULTADOS

Establecimiento del banco de plantas donantes

Fueron definidas las condiciones para el mantenimiento
del banco de plantas donantes teniendo en cuenta su influen-
cia en el establecimiento in vitro de las yemas axilares. Se de-

termind la microbiota de plantas donadoras y los resultados
de relacionaron con la aparicion de hongos filamentosos con-
taminantes de la fase de establecimiento. Se comprobd que
las plantas donadoras de poseian una micobiota integrada
por Alternaria, Botryotrichum, Cladosporium, Curvularia, Fusa-
rium 'y Nigrospora. Los géneros Asteromella, Bipolaris y Humi-
cola se identificaron en fase de establecimiento, mientras que
Alternaria, Botryotrichum, Cladosporium, Curvularia, Fusarium
y Nigrospora aparecieron en plantas donadoras y en el esta-
blecimiento. Se confecciond un plan de defensa fitosanitario
para plantas donadoras que incluyd fungicidas sistémicos y
de contacto cuyo espectro de accion cubria los géneros de
hongos identificados. 9

Influencia de las condiciones climaticas en el
establecimiento in vitro de los segmentos caulinares
de B. vulgaris

Con el objetivo de determinar la influencia de las condicio-
nes climaticas en el establecimiento in vitro de los segmentos
caulinares de B. vulgaris, se realizd el presente experimento.
Como material vegetal se seleccionaron segmentos caulina-
res con una longitud entre 2,0 a 3,0 cm procedentes del banco
de plantas donantes de B. vulgaris en casa de cultivo a partir
deriendasy culmos. A partir de esta seleccion, los segmentos
fueron sumergidos en una solucion de etanol al 70 % (v/v) e
hipoclorito de sodio (NaClO) al 2,0 % con 0,2 mL de Tween-80
durante 20 min para su desinfeccién y luego se colocaron en
un medio de cultivo liquido con 6,0 uM de 6-BAP. Por primera
vez para Cuba se logra reducir en los meses de enero-abril y
noviembre-diciembre la tasa de contaminantes microbianos
visibles (98,38 %) e incrementar el porcentaje de yemas axi-
lares brotadas (99 %).0" Los resultados alcanzados en este
estudio constituyen un aporte cientifico, ya que la mayoria
de las investigaciones cientificas realizadas en las especies
de bambues hacen referencia a la toma del material vegetal
de brotes de campo procedentes de chusquines, sin ninguna
atencion fitosanitaria.

Efecto del 6-BAP y el nimero de subcultivo en la
multiplicacién de los brotes de B. vulgaris cultivados
en medio de cultivo liquido estatico

Este experimento se realizd con el objetivo de estudiar
efecto del 6-BAP y el nimero de subcultivo sobre la respuesta
morfolégica de los brotes de B. vulgaris cultivados en medio
de cultivo liquido estatico. Los mejores resultados durante
la multiplicacion de los brotes se lograron con la concentra-
cion de 12 uM de 6-BAP, en la cual se alcanzaron los mayores
valores en cuanto al nimero de brotes por explantes (4,92),
numero de hojas expandidas por brotes (4,80) y la longitud
de los brotes (5,76 cm). Se logré incrementar el coeficiente
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de multiplicacion y la longitud de los brotes a partir del sexto
hasta el octavo subcultivo. Los explantes procedentes de es-
tos subcultivos fueron seleccionados como material vegetal
en los siguientes experimentos. Por primera vez para Cuba
se logra la multiplicacion de brotes de B. vulgaris en medio de
cultivo liquido estatico, lo cual reviste de gran utilidad para la
propagacion masiva de especies de bambues. (%79

Efecto de las condiciones de cultivo en la
multiplicacion, morfologia y fisiologia de los
brotes de B. vulgaris en sistemas de inmersion
temporal (SIT)

Para el desarrollo de este experimento se tomaron ex-
plantes procedentes del medio de cultivo liquido estatico.
Se determind el efecto del 6-BAP, el tiempo de inmersion y
la densidad de indculo en la multiplicacion, morfologia y fi-
siologia de los brotes de B. vulgaris cultivados en SIT. Para
este propdsito, se estudiaron tres concentraciones de 6-BAP
(6,0; 12,0y 18,0 uM) y un tratamiento control sin regulador del
crecimiento, basado de resultados previos.( Posteriormente,
se estudiaron tres tiempos de inmersion: uno, dos y tres mi-
nutos, segun estudios anteriores. % Finalmente, se evaluaron
tres densidades de inéculo: 6, 12 y 18 brotes por SIT.

A partir de los resultados obtenidos, se logré definir la
menor concentracion de 6,0 uM de 6-BAP como la mas ade-
cuada para la multiplicacion de los brotes de B. vulgaris en los
SIT, teniendo en cuenta que con esta concentracion, se logra
alcanzar los mejores resultados, en cuanto al nimero de bro-
tes por explante (24,45), nimero hojas expandidas por brotes
(9,20) y la longitud de los brotes (9,39 cm), asi como el con-
tenido de clorofilas totales (130,62 pg/g MF), fenoles totales
(51,55 mg AG.g"MS) y lignina (32,9 % ). Se logro incrementar
la calidad morfoldgica y fisioldgica de los brotes de B. vulgaris
con un tiempo de inmersion de 2 min, lo que esta en corres-
pondencia con el incremento del nimero de brotes por ex-
plantes (27,9), nimero de hojas expandidas por brotes (17,01)
y la longitud de los brotes (10,35 cm). Ademas se obtienen
los mejores resultados, en cuanto al mayor contenido de clo-
rofilas total (140,87 ug/g MF), fenoles (66,6 mg AG.g"'MS) y
lignina (36,2 %).

Los estudios revelaron que el mayor nimero de brotes
por explantes (28,83), nimero de hojas expandidas por bro-
tes (17,01), longitud de los brotes (10,35 cm) y contenido de
clorofilas total (146,40 pg/g MF) se alcanzaron con la densi-
dad de indéculo de 12 explantes/SIT. (' Por vez primera en la
especie se describe el efecto de las condiciones de cultivo en
los SIT sobre la calidad morfo-fisioldgica de los brotes de B.
vulgaris cultivados en SIT, aspectos pocos abordados en la
literatura cientifica para las especies de bambues.

Efecto de la sacarosa en la morfofisiologia, anatomia y
bioquimica de los brotes cultivados en los SIT durante
la transicion de las condiciones in vitro a ex vitro

Esta investigacion se llevd a cabo con el objetivo de es-
tudiar el efecto de la sacarosa en la morfofisiologia, anato-
mia y bioquimica de los brotes cultivados en los SIT durante
las condiciones in vitro para su posterior aclimatizacion a las
condiciones en casa de cultivo. Se estudiaron dos concen-
traciones de sacarosa (20 y 30 g L") y un tratamiento con-
trol sin sacarosa, mediante la evaluacion de los indicadores
morfo-fisioldgicos, anatémicos y bioquimicos se definié el
tratamiento mas adecuado. El mejor resultado se alcanzo en
el tratamiento sin sacarosa, los brotes mostraron desde las
condiciones in vitro un mayor numero de hojas expandidas
por brotes (22,8), longitud de los brotes (13,41 cm), contenido
de masa fresca (2,68 g) y seca (0,25), asi como un alto con-
tenido de clorofila total (314,31 pg/g MF), un desarrollo esto-
matico similar al de las plantas in vivo, una mayor capacidad
antioxidante para enfrentar el estrés oxidativo y la adaptacion
en casa de cultivo en comparacion con los explantes prove-
nientes del tratamiento con sacarosa.

Por primera vez en la especie B. vulgaris se logra incre-
mentar la respuesta morfo-fisioldgica, anatémica y bioquimi-
ca de los brotes cultivados en los SIT en un medio de cultivo
sin sacarosa. La evaluacién de indicadores morfofisioldgicos
y bioguimicos, asi como la caracterizacion estomatica me-
diante microscopia electronica de barrido permitieron definir
parametros de la calidad temprana en los brotes de B. vulgaris
durante el crecimiento in vitro y su posterior adaptacion a la
fase ex vitro, resultados nunca antes descritos en la literatura
cientifica internacional. ("

Deshije de las plantas aclimatizadas

Las plantas llevadas a casa de cultivo fueron capaces
de emitir entre 4 y 7 nuevos hijos con altos porcentajes de
supervivencia luego del deshijes. Las plantas sembradas en
casa de cultivo fueron capaces de emitir entre 4y 7 nuevos
hijos con altos porcentajes de supervivencia luego del deshi-
jes. Estos resultados demuestran la posibilidad de emplear
estrategias de trabajo de desarrollo local en las que se permi-
ta el acceso de los campesinos a los productos de las altas
tecnologias. (®

CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo son de gran novedad cien-
tifica. Por primera vez se logré un protocolo de propagacion
de plantas de B. vulgaris via organogénesis en medio de culti-
vo liquido empleando SIT. Se profundizé en los estudios mor-
fologicos vy fisiolégicos durante la transicion in vitro-ex vitro.
Se realizé la caracterizacion de la anatomia foliar mediante
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microscopia electrénica de barrido y el andlisis morfométrico
del complejo estomatico de los brotes cultivados in vitro. Se
cuantificaron indicadores bioquimicos y enzimas antioxidan-
tes en respuesta al estrés oxidativo en brotes cultivados in
vitro. Se propone un procedimiento de trabajo para el deshije
de las plantas aclimatizadas que complementa la estrategia
general para la propagacion comercial de B. vulgaris. La com-
binacion de los métodos biotecnoldgicos y tradicionales de
propagacion permitieron proponer a los productores una nue-
va alternativa para la propagacion de B. vulgaris que puede ser
aplicada a otras especies de bambues y a partir de la cual se
establecieron plantaciones.
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