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RESUMEN

El presente estudio se realizé con el objetivo de lograr la caracterizacion morfoldgica y anatdmica durante la
fase de aclimatizacion de plantas cultivadas in vitro de Bambusa vulgaris Schrad. exWend|. Para ello se
considero el desarrollo morfolégico de la hoja y la raiz, en plantas aclimatizadas con 0 y 90 dias de plantadas,
asi como a plantas de campo con mas de 15 afios de plantadas. Entre los principales resultados se pudieron
constatar diferencias entre las estructuras de la |lamina foliar en los periodos ensayados. Ambos presentaron
epidermis adaxial y abaxial monoestratificadas, con existencia de tricomas, estomas, micropelos en la zona
intercostal. La superficie abaxial mostré células de silice y papilas. En el analisis de |la seccion transversal
de la lamina foliar de B. vulgaris se pudo observar células buliformer y fusoides, constatando la presencia del
xilema, floema, epidermis, cuticula, los haces vasculares, el clorénquima presentando diferencias entre las
etapas de desarrollo. En el corte longitudinal realizado a la unién tallo raiz se pudo demostrar que existia un
mayor desarrollo en las plantas con 90 dias aclimatizadas.
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Foliar anatomy and morphological characterization of Bambusa
vulgaris in the acclimatization phase

ABSTRACT

This study was aimed to achieve the morphological and anatomical characterization of in vitro plants of
Bambusa vulgaris Schrad. ex Wendl during acclimatization. The morphological development of the leaf and
root in plants acclimatized with 0 and 90 days after planting, as well as field plants with more than 15 years
of planting were considered. Results showed important differences between the structures of the leaf in the
evaluated periods. Both presented adaxial and abaxial monostratified epidermis, with presence of trichomes,
stomata, micro-hairs in the intercostal area. The abaxial surface showed silica and papilla cells. In the
analysis of the cross section of leaf blade B. vulgaris were observed bulliform and fusoid cells, confirming the
presence of the xylem, phloem, epidermis, cuticle, vascular bundles, the chlorenchyma showing differences
among the development stages. The longitudinal cut to the root-stem junction demonstrated a further
development in plants acclimatized for 90 days.
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INTRODUCCION

Los bambues son especies protectoras del
ambiente. La sujecion al sustrato, mediante sus
raices y rizomas, evita la erosion y elimina las
carcavas. Ademas, contribuyen a embellecer
el paisaje y a descontaminar la atmdsfera. Es
un procesador del didxido de carbono (CO,) y
poseen gran importancia en la conservacion
de los recursos hidricos. En Cuba, los bambues
crecen a lo largo de todo el territorio nacional
mostrando gran adaptabilidad. La especie
Bambusa vulgaris Schrad. ex Wendl se
conoce como la mas adaptada y abundante en
el territorio.

Los recursos maderables en Cuba son
escasos, lo que hace necesario la busqueda
de recursos rapidamente renovables. Las
técnicas biotecnoldgicas son una alternativa
para la propagacion acelerada del cultivo del
bambu en condiciones in vitro, ya que las vias
tradicionales de propagacién son limitadas;
debido a que la regeneraciéon sexual ocurre
estacionalmente por medio de semillas. De
manera asexual, puede propagarse por la
activacion de las yemas del rizoma o mediante
tallos jovenes. Esta Ultima via de propagacion
es la mas empleada pero afecta sensiblemente
el namero de tallos disponibles para la cosecha
y es extremadamente trabajosa. Por estas
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razones, se hace necesaria la regeneracion y
multiplicaciéon de plantas in vitro, como una
alternativa a la propagacién vegetativa
(Daguinta, 2003). La identificacion de los
bambues, es un poco diferente a la que se
realiza para la mayoria de las plantas con flores,
debido a que el proceso de floracién tarda
muchos afios y suele ser esporadico. Por
esta razdn, se identifican géneros y especies
mediante sus caracteristicas anatémicas.
Esto, asociado al conocimiento de la
anatomia en la lamina foliar ayuda a establecer
diferencias significativas para cada especie
(Montiel et al., 2006).

Sin embargo, uno de los problemas
identificados en la propagacion in vitro de los
bambles, se encuentra en la fase de
aclimatizacion dada la baja supervivencia de
las plantas en condiciones ex vitro. Esto se
relaciona con factores como la temperatura,
calidad de los sustratos, la humedad relativa,
el sustrato y fundamentalmente la calidad del
material vegetal. El conocimiento existente
acerca de la aclimatizacién de las plantas
cultivadas in vitro de los bambues es limitado,
principalmente su desarrollo anatémico en esta
etapa del cultivo, representando la principal
causa de la baja supervivencia el material
vegetal. Por ello, resultados cientificos sobre
el tema garantizarian obtener plantas con
calidad en condiciones de casa de cultivo. El
objetivo de este trabajo estuvo dirigido a
caracterizar hojas de plantas cultivadas in vitro
de Bambusa vulgaris durante la fase de
aclimatizacién desde el punto de vista
morfolégico y anatémico.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se emplearon plantas cultivadas in vitro de B.
vulgaris en fase de enraizamiento previo a su
plantacién en fase de aclimatizacion y con 30,
60 y 90 dias de plantadas. Ademas, se
utilizaron hojas de plantas crecidas en campo
con 15 afos de sembradas ubicadas en la
ribera del rio Ochoa, Santa Clara.

Caracterizacién morfolégica y anatémica

Con el objetivo de realizar la caracterizacion
morfoldgica y de la anatomia foliar de plantas
de B. vulgaris plantadas en casa de cultivo se
describieron las caracteristicas de las plantas,
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cuantificd el numero de estomasy se realizaron
observaciones microscoépicas.

Para el conteo del nimero de estomas se
tomaron muestras de lamina foliar de plantas
cultivadas in vitro de 30, 60 y 90 dias de
plantadas en fase de aclimatizacién y de
plantas procedentes de campo (Figura 1b).Los
fragmentos se cortaron a 1 cm? de la zona
central de esta (Figura 1a), luego se colocaron
en KOH durante 24 horas. Posteriormente se
enjuagaron tres veces con agua corriente yfueron
tefiidos con azul de toluidina (0.1%) durante 3
minutos. Luego se lavaron y fueron colocados
en un portaobjeto y se agregd glicerol acido. Las
observaciones se realizaron en el microscopio
optico (OLYMPUS) con aumento 400x. Se
cuantificé el nimero de estomas/mm? y se
describi6 la presencia tricomas.

Para la observacién de la anatomia foliar de
las plantas de B. vulgaris se procesaron plantas
cultivadas in vitro, de 90 dias de plantadas en
fase de aclimatizacion y plantas de campo. Se
realizé un corte trasversal a 1 cm?de la lamina
foliar. Ademas, se realizaron de forma manual
cortes longitudinales de la unién entre la zona
caulinar y la raiz. La tincidn se realizé con azul
de toluidina durante tres segundos y las
observaciones se realizaron al microscopio
optico Olympus (400x).

Finalmente, se tomaron muestras de hojas de
cultivo in vitro al dia 0 y los 90 dias de ser
plantadas en fase de aclimatizacién y plantas
de campo. Se fijaron en FAA (formaldehido
37%, acido acético 100%, etanol 70%, en una
proporcion 5:5:90). Luego fueron deshidratados
en un gradiente ascendente de etanol y
embebidas en cera de parafina. Posteriormente
se realizaron cortes de 10 pm de espesor con
micrétomo rotatorio (Zeiss, Alemania), se fijaron
en portaobjetos y se tifieron con safranina al
0.5%. Las secciones histoldgicas de las
diferentes muestras se examinaron en
microscopio 6ptico (Olympus) y las imagenes
fueron captadas con una camara digital
acoplada al microscopio.

Los datos relacionados con el nimero de
estomas mm2 fueron comparados mediante la
prueba C de Dunnettprevia comprobacién de los
supuestos de normalidad y homaogeneidad de
varianza el paquete estadistico PASW Sfatistics
version 18.0 sobre Windows.
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Figura 1. Material vegetal utilizado para caracterizar morfolégica y anatémicamente
hojas de B. vulgaris. a) lamina de la hoja de 1 cm?, b) hojas de plantas cultivadas in

vitro (1 al 8) y ex vitro utilizadas (7 y 8).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las plantas cultivadas in vitro de B. vulgaris
en fase de aclimatizacion presentaban en
general caracteristicas tipicas de la especie.
Al respeto Londofio (2001) refirié en plantas
de campo las siguientes caracteristicas
morfolégicas: bambu simpodial, ligeramente
cespitoso, habito perenne, presenta tallos
herbaceos, los rizomas bien desarrollados y
huecos son un eje segmentado tipicamente
subterraneo que constituye la estructura de
soporte de la planta. Culmos erectos,
sinuados, 1 000 cm -2 000 cm de altura y 4-
10 cm de diametro, paredes 0.7 cm- 1.5 cm
de espesor, de color verde brillante;
entrenudos 20 cm - 45 cm longitud y huecos,
con pelos cafés y cera blanca cuando
joven llegando a ser glabros y lisos cuando
viejos; nudos oblicuos, ligeramente
protuberantes; desarrolla varias ramas por
nudos con una rama primaria dominante.
Hoja caulinar ampliamente triangular, 15 cm
- 45 cm x 20 cm, decidua, cubierta por pelos
negros por la superficie abaxial; lamina erecta
ligeramente angosta en la unién con la vaina.
Lamina foliar lanceolada de 6 cm-30 cm x
1cm-6 cm, glabra.

En la fase de aclimatizacién después de
los 90 dias de plantadas, presentaban los
culmos erectos, sinuados, de 3cm-120 cm
de altura y 0.3 cm-0.6 cm de diametro,
paredes finas de 0.1 cm — 0.2 cm de
espesor, entrenudos 4 cm - 15 cm longitud
y huecos, la hoja caulinar de 2 cm — 3.5 cm x

10 cm, la lamina foliar lanceolada 6 cmm — 23
cmx 1.5cm —4.5cm.

Durante la observacion al microscopio de las
muestras tomadas a la lamina foliar de las
plantas de B. vulgaris procedentes del cultivo
in vitro (dia 0) y de plantas con 90 dias de
plantadas en fase de aclimatizacién se
observo en la superficie adaxial (haz) entre
las zonas intercostales, la presencia de
estomas (Figura 2a). Estos formaban largas
hileras en la superficie y en medio de la lamina
foliar (Figura 2b). Unido a los estomas que
estaban ubicados paralelos a las fibras
epidérmicas, se observaron tricomas de tipo
espinoso.

Ademas, fueron identificados cuerpos de silice,
micropelos (Figura 2c), presencia de papilas
céricas y tricomas en forma de espinas (Figura
2d) estos se pudieron observar tanto en la zona
adaxial como en la abaxial.

Las observaciones realizadas coinciden en sus
resultados con lo descrito por Judziewicz ef al.
(1999) y Montiel et al. (2006), al describir las
estructuras presentes en hojas de plantas de
campo pertenecientes a especies de Guaduas.

De forma general los estomas de las plantas
cultivadas in vitro seleccionadas para ser
llevadas a fase de aclimatizacién, eran muy
pequefios, siempre menores a los
observados en las muestras pertenecientes
a plantas desarrolladas en fase de
aclimatizacién durante 90 dias.
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Figura 2. Ld&mina de |a hoja plantas de B. vulgaris cultivadas in vitro y con 90 dias de plantadas
en fase de aclimatizacion. a) superficie adaxial mostrando estomas (est) y micropelos (mp), b)
superficie adaxial mostrando estomas cerrados y la zona intercostal (zi), ¢) superficie abaxial
mostrando células de silice (cs) y micropelos (mp), d) superficie abaxial mostrando papilas (pl)
y tricomas tipo espina (esp), e) superficie adaxial donde se observan tricomas (tr) y micropelos
(mp) y f) superficie adaxial donde se observan tricomas (tr).

Especificamente, respecto a la presencia de
estomas, se encontraron diferencias
anatémicas entre las hojas de las plantas de
30, 60 y 90 dias de plantadas en casa de cultivo.
Se observé que el nimero de estomas/mm?
se incrementd a medida que las plantas se
adaptaron a las condiciones ex vitro (Figura 3).

Durante los primeros 30 dias de las plantas en
la casa de cultivo, se hicieron visibles los
estomas en la zona adaxial de la hoja.

Las hojas de las plantas de 90 dias presentaron
el mayor nidmero de estomas/mm? pero
difirieron significativamente respecto a las hojas
colectadas en plantas de campo.

En la observacion de la anatomia foliar Saitery
Neves, (2009) en especies Merostachys
(Poaceae: Bambusoideae) con plantas de
campo y Montiel et al. (2006) en Guadua
paniculada en plantas adultas de tres afos de
cultivo, observaron en la superficie adaxial de
la vaina de las hojas numerosos estomas, pero
en menor cuantia que en la zona abaxial,
tricomas bicelulares, tricomas en forma de
gancho, células de silice y células largas con
margenes muy ondulados.

Coincidiendo con lo antes descrito, Vieira et
al. (2002) y Garlet de Pelegrin et al. (2009) el
primero en tres especies de bambues
(Raddia brasiliensis, Pharus lappulaceus y
Cryptochloa capillata) y el segundo en
Poaceae (Erianthecium bulbosum vy
Erianthecium parodi) observaron las mismas
caracteristicas en las plantas de campo.

Al realizar un corte transversal a las hojas
se observd que las laminas foliares de las
plantas en cultivadas in vitro, en fase de
aclimatizacion y en campo mostraron una
epidermis uniestratificada en ambas
superficies. La cuticula se mostré muy fina
en las plantas cultivadas in vitro (Figura 4a).
El grosor de la cuticula de las plantas de
campo y las de 90 de dias de aclimatizadas
fue similar (Figura 4b y 4c).

También fue posible observar células
buliformes, estas se diferencian de las demas
células por su forma y tamafio (Figura 4d, 4e y
4f). Este tipo de células se presenta de forma
exclusiva en la epidermis de la superficie
adaxial, por su presencia es facilmente
identificada la zona abaxial de la adaxial
(Londofio, 2002).
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Barras con letras distintas indican diferencias significativas entre los tratamientos segtn

la prueba C de Dunnett.

Figura 3. Numero estomas/mm? en hojas de plantas cultivadas in vitro de B. vulgaris en
fase de aclimatizacion comparadas con hojas de plantas de campo.

Las condiciones creadas en la fase de
aclimatizacion posibilitaron que las plantas
desarrollaran una cuticula organizada evitando
con ello un posible estrés de humedad o
deshidratacion. Estas condiciones también
favorecieron el desarrollo de haces vasculares
con extensiones esclerenquimaticas hacia
ambas epidermis (Figura 4h, 4i y 4j), lo cual
permitid pasar en forma mas eficiente de su
condicién in vitro a ex vitro, es decir, restituirse
de su condicion autétrofa como consecuencia
de la reduccion de la humedad relativa y
aumento de la luminosidad. Segun Roth (1990)
y Navas (2008) la luz y la humedad son los
factores que influyen mayormente en los
cambios anatdomicos de las hojas.

Al observar los haces vasculares también se
presentaron diferencias entre las muestras en
cuanto a las vainas vasculares. En las plantas
que crecieron in vitro hubo escaso desarrollo
de éstas y muy desorganizado crecimiento
(Figura 4h), En las plantas aclimatizadas con
noventa dias de plantadas y las de campo los
haces vasculares estaban mas desarrollados
y organizados (Figura 4i y 4j).

Mogollén (2002) en estudios realizados en
Dieffenbachia maculata Schott encontré una
respuesta similar durante la fase de
aclimatizacion y campo en el desarrollo de las

haces vasculares, respecto a las plantas
cultivadas in vitro.

Otras células identificadas fueron las fusoides,
ellas son caracteristicas de las Bambusoideae
y presentan paredes muy delgadas, aclorofilas
translicidas, con perfil fusiforme y se
encuentran perpendicular a los haces
vasculares. Otros autores como Vieira et al.
(2002) y Montiel et al. (2006) confirman la
presencia de este tipo de células al realizar
estudios en plantas de campo de la especie
Guadua angustifolia y en otras tres especies
de bambues.

Hasta el momento no se cuenta con referencias
sobre estudios y descripcion de la anatomia
foliar de B. vulgaris en plantas de campo ni
tampoco en plantas cultivadas in vitro y
aclimatizadas.

Alobservar los cortes longitudinales de la unién
del talloy la raiz de plantas cultivadas in vifro y
de plantas con 90 dias de plantadas en casa
de cultivo se observd que existia unién tallo-
raiz, pero las plantas cultivadas in vitro que
fueron seleccionadas para su siembra en casa
de cultivo no presentaban un sistema radicular
funcional. Todo lo contrario ocurrié cuando se
analizaron los cortes realizados a las plantas
con 90 dias de plantadas (Figura 5a y 5b).
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Figura 4. Seccion transversal de la lamina foliar de B. vulgaris var. vulgaris (grosor 10 um)
(a, b y ¢) se observa la cuticula (c), epidermis (ep) y las células fusoides (cf), d, e y f)
mostrando las células buliformes (cb) y h, i y j) se observa haz de la vaina (hn), haces
vasculares (hv), xilema (x), floema (f) y clorenquima (cl).Bar= 20 pm.

Figura 5. Cortes longitudinales de la union del tallo y la raiz de plantas de B. vulgaris.
a) plantas cultivadas in vitro, b) plantas con 90 dias de plantadas en casa de cultivo.

Las observaciones realizadas demostraron
que las plantas de B. vulgaris a los 90 dias
de cultivo tenian desde el punto de vista
anatémico, un desarrollo similar a las plantas
de campo. Los resultados mostrados
permiten afirmar que a los 90 dias de cultivo
las plantas pueden ser llevadas a campo o
someterlas a un esquema de
macropropagacion mediante deshijes.
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