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RESUMEN

El género Bambusa representa uno de los méas grandes recursos naturales renovables. Por sus excelentes
propiedades fisico-mecanicas, su resistencia al ataque de insectos, su belleza y por la diversidad de
aplicaciones que se le dan; representa una valiosa alternativa econdmica que ha coadyuvado a mitigar la
problemética social del campo en Cuba. La propagacion tradicional de bambues se ve afectada por los largos
intervalos de florecimiento, la poca disponibilidad del material vegetal, los bajos porcentajes de enraizamiento
y la poca disponibilidad de propagalos. Estos elementos constituyen limitantes para la propagacién masiva
de bambues. Por estas razones, las técnicas de cultivo de tejidos ofrecen un medio rapido y confiable para
la propagacion de bambues a través de la organogénesis y la embriogénesis soméatica. Sin embargo, ain
queda profundizar en las diferentes limitantes que afectan la propagacion in vitro de bambutes como la
contaminaciéon microbiana en la fase de establecimiento, las bajas tasas de multiplicacion y enraizamiento,
asi como los bajos porcentajes de superviviencia ex vitro. El objetivo de este trabajo fue abordar de manera
general las principales observaciones cientificas sobre el empleo de las técnicas de cultivo de tejidos para la
propagacion in vitro de varias especies de bambues.
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ABSTRACT

The genus Bambusa represents one of the largest renewable natural resources. Due to its excellent physical
and mechanical properties, resistance to insect attacks, beauty and diversity of applications It is a valuable
economic alternative that has helped to mitigate the social problems of the countryside in Cuba. Traditional
bamboo propagation is affected by long intervals of flowering, the limited stock of plant material, the low
percentages of rooting and the limited existence of propagules. These elements are handicaps for mass
propagation of bamboos. For these reasons, tissue culture techniques are fast and reliable for the propagation
of bamboo through organogenesis and somatic embryogenesis. However, there is still gap about the various
constraints affecting in vitro propagation of bamboos such as microbial contamination in the establishment
phase, low multiplication rates and rooting, as well as low rates of ex vitro survival. The aim of this study was
to state generaly the main scientific observations on the use of tissue culture techniques for in vitro propagation
of several bamboo species.
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INTRODUCCION distribucion en el mundo desde el continente

asiatico hasta el americano. De los paises
Los bambules son originarios de Asia y  asiaticos, China presenta una extensa gama
presentan diversidad en cuanto a especies y  de especies, con un total de 626, le sigue la
tamafio (Li, 2006). Son Poaceas de amplia India con 102, luego Japdn con 84, Myanmar
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con 75 y Malasia con 50. De los paises
americanos, Brasil tiene la mayor diversidad
con 141 especies de bambues, le sigue
Colombia con 72 especies (24 endémicas).
En tercer lugar aparece Venezuela con 60,
luego esti Ecuador con 44. Le sigue por Gltimo
Costa Rica y México con 39 especies lefiosas
(Londofio et al., 2009).

Cuba cuenta dentro de la familia
Bambusoideae con un grupo de bambues
herbaceos y lefiosos con un 50.0% de
endemismo. Solo B.vulgaris ha sido la especie
mas adaptada y naturalizada a todo lo largo y
ancho del pais (Catasus, 2003). Especies
como: Bambusa. vulgaris Schrad. ex J.C.
Wendl, Bambusa vulgaris var. vittata A.y C.
Riviére, Bambusa bambos (L.) Voss, Bambusa
oldhamii Munro, Bambusa polymorpha Munro,
Bambusa tuldoides Munro, Guadua angustifolia
Kunth, Dendrocalamus strictus (Roxburgh)
Nees, Dendrocalamus asper (Schultes)
Backer, solo se encuentran en los jardines
botanicos de Cienfuegos y Holguin, el Banco
de Germoplasma de la Asociacion de Técnicos
Agricolas y Forestales (ACTAF) de Granma,
Villa Clara, Ciudad de La Habana y Topes de
Collantes (Catasus, 2000).

Dentro de los bambues el género Bambusa se
destaca por su gran importancia desde el punto
de medioambiental y tiene especies de gran
interés econdmico como Bambusa vulgaris
Schrad. ex J.C. Wendl, conocido como bambu
comun o simplemente bambu. Es un tipo de
bambu alto, sin espinas que forma macizos que
comparten rizomas. La especie sobresale
dentro del género por sus propiedades fisico -
mecanicas y por el tamafio de sus culmos; que
alcanzan hasta 20 metros de altura 'y 15
centimetros de diametro. Originaria del Viejo
Mundo, probablemente del Asia tropical. Es
el bambu mas cultivado en el trépico y en el
subtrépico, en la rivera de los rios y como
planta ornamental en las ciudades. En
América, B. vulgaris se ha adaptado a diversos
tipos de suelos y de climas, desde México hasta
Uruguay, e Islas del Caribe (Das et al., 2008).

El género Bambusa representa uno de los mas
grandes recursos naturales renovables. Por
sus excelentes propiedades fisico-mecanicas,
su resistencia al ataque de insectos, su belleza
y por la diversidad de aplicaciones que se le
dan; representa una valiosa alternativa
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econémica que ha coadyuvado a mitigar la
problematica social del campo en Cuba. Desde
el punto de vista medio ambiental brinda
cobertura al medio en donde crece por la
sujecion del suelo que realiza mediante sus
raices y rizomas. Ademas, evita la erosiéon y
contribuye a eliminar las carcavas que se
forman en los cauces de los rios a causa del
mal uso de los suelos y la deforestacién y como
fijador de di6xido de carbono (Londofio et al.,
2002). Es utilizado como mate-ria prima para
la obtencion de celulosay es la fuente principal
para la fabricacion del papel que se produce
en la India (hasta el 70.0 %). Su uso como
madera, dado las caracteristicas propias de la
especie y la rapida renovacién de sus culmos, lo
hacen un elemento de gran importancia
(Catasus, 2003).

La propagacion tradicional de bambues se ve
afectada por los largos intervalos de florecimiento,
la poca disponibilidad del material vegetal, los
bajos porcentajes de enraizamiento y la poca
disponibilidad de propagulos (Catasus, 2003).
Estos elementos constituyen limitantes para la
propagaciéon masiva de bambues (Koshy y
Gopakumar, 2005).

Por estas razones, se hace necesaria desarrollar
la propagacion in vitro de bambues por cultivo de
tejidos via organogénesis mediante el empleo de
yemas axilares, segmentos nodales y semillas
(Jiménez et al., 2006; Ramanayake et al., 2006)
y la embriogénesis somética a partir de
inflorescencias inmaduras, semillas, hojas,
segmentos nodales y anteras (Godbole et al.,
2002; Yuan et al., 2009).

Aunque el estudio y la optimizacion de la
organogénesis en bambues se ha centrado en
los dltimos tiempos en evaluar el efecto de los
reguladores de crecimiento en el medio de cultivo
en varias especies (Ramanayake et al., 2008),
aun queda en profundizar en las diferentes
limitantes que afectan la propagacion in vitro de
bambules como la contaminacion microbiana en
la fase de establecimiento (Acosta-Suarez et al.,
2008), las bajas tasas de multiplicacién y
enraizamiento, asi como los bajos porcentajes
de superviviencia ex vitro. El objetivo de este
trabajo fue abordar de manera general las
principales observaciones cientificas sobre el
empleo de las técnicas de cultivo de tejidos para
la propagacion in vitro de varias especies de
bambues.
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METODOS DE PROPAGACION DE
BAMBUES

Los métodos de propagacién de los bambues
pueden ser tradicionales y biotecnoldgicos.
Estos se han llevado a cabo en un gran nimero
de especies debido a la alta demanda que
presentan en los diferentes programas de
reforestacion.

Métodos de propagacion tradicionales

Los métodos de propagacién de los bambues
pueden ser sexuales o asexuales (mediante el
uso de semillas, rizomas, culmos y por
secciones de tallos).

Propagacién sexual o gamica

El Bambu( puede reproducirse a partir de sus
semillas sexuales. Estas se pueden recolectar
masivamente durante su florecimiento gregario
0 esporéadico. La posibilidad de propagar
bambues por semilla no es un método practico
debido a los largos intervalos de florecimiento
y a la poca disponibilidad del material vegetal
en una determinada especie (Catasus, 2003).

Los porcentajes de germinacion varian en funcion
de la especie. Por ejemplo, en Guadua
angustifolia Kunth oscilan entre 95.0-100.0%
y a los 23 dias después de la siembra se
alcanzala germinacion (Giraldoy Sabogal,
1999). Por otra parte, D. strictus cuenta con
un alto porcentaje de germinacién, lo que
facilita su distribucion por diferentes partes
del mundo. En otras especies de bambu de
los géneros Bambusa, Gigantochloa y la
especie Schizostachyum lumampao se
alcanza entre un 50.0-80.0% de germinacién
al séptimo dia de sembradas.

Aunque B.vulgaris es una de las mas
vigorosas dentro de los bambues (McClure,
1966), su fase vegetativa es persistente y
florece esporadicamente (Ramanayake y
Yakandawala, 1997; Koshy, 2000).

Propagacién asexual o agamica

La propagaciéon asexual constituye el método
mas empleado, debido a que las diferentes
especies de bambules no florecen
regularmente y un elevado porcentaje de los
frutos pueden ser estériles y tener escasa
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viabilidad. Los bambues se pueden propagar
asexualmente por division de rizomas con
segmento de tallo, por division de plantones
o trasplante directo, por segmentos de
culmos y por segmentos de ramas.

Divisién de rizomas con segmento de tallo:
es efectivo para todas las especies. Permite
un 100% de supervivencia. Es un método
practico y ventajoso debido a la disponibilidad
de material vegetal y a la facilidad de
transportacién. En B. tuldoides se ha
alcanzado un 80.0% de éxito y ha sido
ampliamente distribuida en la India para la
reforestacién. Colombia ha implementado
este método para las reforestaciones con G.
angustifolia (Londofio et al., 2002).

Divisién de plantones o trasplante directo:
permite un alto grado de éxito tanto por la tasa
de supervivencia como su posterior
desarrollo. Por lo general se emplea este
sistema cuando se desea trasplantar un
nimero muy pequefio de tallos con fines
ornamentales (Catasus, 2003).

Segmentos de culmos: es efectivo para
propagar bambues de gran tamafo y pared
gruesa tales como B. vulgaris, B. blumeana,
D. asper y D. latiflorus. Permite dar solucién
a problemas de escasez y peso del material
vegetal para plantar. Se debe utilizar culmos
de un afio de sembrados y segmentos de
culmo con uno o dos nudos por segmento.
La siembra es mejor horizontal que vertical
u oblicua y se deben enterrar a 20 cm de
profundidad, regando dos veces al dia. Los
nuevos brotes se pueden empezar a observar
entre la segunda y cuarta semana. Este
método no es ventajoso por su alto costo y
por la limitacién de material vegetal, los
cuales pueden ser usados para otros
propésitos (Londofio et al., 2002).

Segmentos de ramas: es Util, practico y
efectivo, ademé&s de ser fécilmente
manejable. En Asia este método es ideal para
establecer plantaciones a gran escala.
Comunmente se aplica en la siembra de
Dendrocalamus asper, especie que se
caracteriza por sus raices aéreas en la base
de las ramas laterales. Las ramas gruesas
tienen mayor capacidad para enraizar que
las delgadas. La eficiencia del enraizamiento
varia en cada especie y depende del tamafo
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del culmo y del grosor de la pared. Los
bambules de pared gruesa poseen una mayor
emision de brotes y mejor enraizamiento
probablemente debido a una mayor reserva de
nutrientes.

Estos métodos constituyen una limitante para
la propagacion masiva de bambues debido a
la baja regeneracion natural por el ciclo largo
de floracién y a la viabilidad de las semillas. A
la poca disponibilidad de propagulos, a los
bajos porcentajes de enraizamiento y
supervivencia (Nadgauda et al., 1990; Koshy y
Gopakumar, 2005).

Métodos biotecnolégicos

Los métodos biotecnolégicos constituyen una
herramienta fundamental para la propagacion
masiva, ya que permiten obtener un mayor
nimero de plantas en un corto periodo de
tiempo. La embriogénesis somética y la
organogénesis constituyen los dos métodos
mas empleados en la propagacion in vitro de
bambues (Lin et al., 2004; Arshad et al., 2005;
Jiménez etal., 2006; Ramanayake et al., 2006).

Propagacién in vitro via organogénesis

La gran mayoria de las especies de bambues
han sido propagadas via organogénesis
utilizando como material vegetal yemas axilares
(Sood et al., 2002; Lin et al., 2004; Arshad et
al., 2005; Jiménez et al., 2006; Ramanayake et
al., 2006). Las especies D. hamiltoni, G.
angustifolia, Bambusa vulgaris var. vittata,
B.wamin y B.edulis han sido propagadas
mediante esta via (Rajneesh y Hyamal, 2009).

Sin embargo, se presentan problemas
derivados de varios factores como: la
contaminacién microbiana de los explantes, la
baja tasa de multiplicacién y de enraizamiento,
ademas de la supervivencia ex vitro, los cuales
aun hoy, limitan la propagacion masiva
(Ramanayake y Yakandawala, 1997; Bag et al.,
2000; Saxena y Dhawan, 2004).

LIMITANTES DE LA PROPAGACION IN
VITRO DE BAMBUES

Contaminacién microbiana de los explantes

La contaminacién microbiana constituye una
limitante para el establecimiento in vitro de
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bambues. En gran medida esta relacionada
con el tipo de explante, época del afio y las
atenciones fitosanitarias realizadas al banco
de plantas donantes, ya que en periodos de
escasas precipitaciones los porcentajes de
contaminantes microbianos visibles se
reducen y se incrementa el nimero de
explantes con yemas brotadas (Gieles y
Oprins, 2002).

Autores como Jiménez et al. (2006) y
Yasodha et al. (2007) describen en las
metodologias desarrolladas para especies de
bambules como B. nutans y G. angustifolia,
la importancia del establecimiento de un
banco de plantas donantes en condiciones
de invernadero y la aplicacion sistematica de
fungicidas comerciales, con el fin de
disminuir los porcentajes de contaminacién
microbiana en la fase de establecimiento.

De igual manera, Ramanayake vy
Yakandawala (1997) y Arya et al. (2001)
estudiaron la correlacidn existente entre las
precipitaciones, humedad relativa vy
temperaturas en el incremento del namero
de explantes libres de contaminantes
microbianos visibles y el nimero de
explantes con yemas brotadas durante el
establecimiento in vitro de D. giganteus y D.
asper.

Por su parte, Garcia-Ramirez et al. (2010)
realizaron un estudio de lainfluencia de la época
del afio en el establecimiento in vitro de
Bambusa vulgaris var. vulgaris y sefialaron los
meses de enero-abril y noviembre-diciembre
como el mejor periodo del afio para realizar los
establecimientos in vitro en dicha especie.

Como material vegetal inicial en bambues se
han empleados semillas (Saxena, 1990;
Chambers et al., 1991; Arya et al., 1999) y
yemas axilares de 2-3 mm de diametro (Sood
etal., 2002; Lin et al., 2004; Arshad et al., 2005;
Jiménez etal., 2006; Ramanayake et al., 2006).

En otras especies de bambles como:
D.strictus, B.arundinacea, D.asper, P.edulis, D.
giganteus y B.polymorfa, en la desinfeccién se
han obtenido altos porcentajes de yemas
brotadas al emplear hipoclorito de sodio 0,1%
durante 5 min, combinandose con inmersion
en bicloruro de mercurio (0.1%), durante 5 min
(ICFRE, 2002).
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Al respecto, Marulanda et al. (2005) para la
desinfeccion de yemas axilares de G.
angustifolia utilizaron una solucién de bicloruro
de mercurio (HgCl,) al 0.3% durante uno a
tres minutos con lo que se alcanzaron un
74.0% de yemas brotadas y 52.0% de yemas
brotadas para 5 minutos.

Por otra parte, Nidiye et al. (2006) obtuvieron
entre un 80.0-100.0% de yemas brotadas
durante el establecimiento in vitro de Bambusa
vulgaris al emplear NaClO al 2.0% durante 20
minutos.

Autores como Jiménez et al. (2006) hacen
referencia a los medios de cultivo utilizados en
esta fase. La mayoria de las especies han sido
cultivadas en el medio de cultivo MS (Murashige
y Skoog, 1962) al que se ha adicionado mio-
inositol (100 mg I%), sacarosa (30 g I'%), vitaminas
MS (0.1mg I*) y acido nicotinico (0.5 mg I). Sin
embargo, las concentraciones de reguladores de
crecimiento varian segun las especies. Por
ejemplo, para Bambusa balcooa, Das y Pal
(2005a) combinaron kinetina (1.0 mg %) y 6
Bencilaminopurina (6-BAP) (2.5 mg I*). De
igual manera, Das y Pal (2005b) para Bambusa
tulda emplearon kinetina (1.0 mg I') y 6-BAP
(2.0 mg IY). Por su parte, Ramanayake et al.
(2006) para Bambusa vulgaris var. vittata
proponen 6-BAP (2.0 mg I%) asicomo Marulanda
etal. (2005) y Jiménez et al. (2006) para Guadua
angustifolia emplearon 6-BAP (1-3 mg I). Por
otra parte, Ramanayake y Yakandawala (1997)
para Dendrocalamus giganteus combinaron 6-
BAP (2.0 mg I'Y) y kinetina (0.1 mg I%).

Baja tasa de multiplicacion

Los bajas tasas de multiplicacion constituyen una
de las principales limitantes para la multiplicacion
in vitro de bambues, lo cual puede estar
relacionado con el manejo del explante, los
reguladores de crecimiento y el estado fisico del
medio de cultivo (Saxena, 1990).

El estado fisico del medio de cultivo es un factor
determinante para la multiplicacion in vitro de
bambues. Autores como Nadgauda et al. (1997)
hacen referencia a la baja proliferacion de
plantas in vitro de B. arundinacea en el medio
de cultivo semisélido y le atribuyeron como
causas, la presencia de fenoles que se
acumulan en la base de las plantas. Estos
mismos autores sefialaron que el lento
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crecimiento de los brotes pudiera atribuirse a
las barreras fisicas que impone el estado fisico
semisolido del medio de cultivo.

El estado fisico de los medios de cultivo
constituye un aspecto importante para el cultivo
in vitro. Desde que se inici6 el cultivo de tejidos,
los medios de cultivo han sido empleados en
estado semisélido y liquido (Ramanayake etal.,
2001).

Autores como Bag et al. (2000) sefialaron que
el empleo de medio de cultivo en estado liquido
brinda la posibilidad a las plantas de absorber
los nutrientes del medio con mayor facilidad e
incrementar los coeficientes de multiplicacion
en un gran namero de especies de bambues
en comparacién con el medio de cultivo
semisélido que limita la absorcién de los
nutrientes a la superficie basal del explante.

Garcia-Ramirez et al. (2010) destacaron el
efecto que presenta el nimero de subcultivos
durante la multiplicacién in vitro en el
incremento del coeficiente de multiplicacion de
Bambusa vulgaris var. vulgaris cuando se
emplean medios de cultivo liquidos. Estos
mismos autores sefialaron la importancia del
manejo de las plantas para el incremento del
coeficiente de multiplicacién, ya que se ha
demostrado en la mayoria de las especies de
bambues la muerte de las plantas unavez que
los brotes se individualizan en el momento del
subcultivo.

La mayoria de los articulos cientificos hacen
referencia a la forma en la que deben ser
subcultivados los explantes de bambu, todos
ellos coinciden en mantener pequefios grupos
de plantas al momento de transferirlas. Dicho
meétodo contribuye al incremento de los
coeficientes de multiplicacion y evita la muerte
de las plantas (Saxena, 1990; Prutpongse y
Gavinlertvatana, 1992; Ramanayake vy
Yakandawala, 1997; Ravikumar et al., 1998;
Ramanayake et al., 2001). Especificamente,
para G.angustifolia Jiménez et al. (2006)
obtuvieron incrementos en el coeficiente de
multiplicacion al dividir las plantas en grupos
de tres durante la multiplicacién in vitro de esta
especie.

En general, la respuesta de un tejido al cultivo
in vitro depende en mayor medida de la
interaccion entre el nivel hormonal enddégeno y
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el tipo y concentracién de los reguladores de
crecimiento afiadidas al medio de cultivo que
tienen un rol importante en esta etapa debido
a que varia en funcién de la especie y
constituyen un factor determinante en el
incremento de los coeficientes de
multiplicacién en especies de bambues. De
acuerdo con esto, cada explante o un mismo
explante pero de diferentes especies, puede
responder de manera distinta a una misma
concentracion de reguladores de crecimiento,
a causa de diferencias en el contenido
hormonal endégeno (Gielis et al., 2001).

La proliferacién de brotes se logra con la
adiccion de citoquininas al medio de cultivo
para romper la dominancia apical vy
estimular la brotacion de las yemas. Uno
de los posibles efectos de las auxinas en esta
fase es anular el efecto depresivo de las altas
concentraciones de citoquininas sobre la
elongacion de los brotes axilares vy
restablecer su crecimiento normal
(Mroginski et al., 2004).

Al respecto, Bag et al. (2000) obtuvieron altos
coeficientes de multiplicacién al emplear 6-
BAP (1.13 mg I') para Thamnocalamus
spathiflorus. De igual manera, Ramanayake
et al. (2001) obtuvieron similares resultados
al emplear 6-BAP (6.0 mg I!) para
Dendrocalamus giganteus.

Por otra parte, Singh et al. (2000) para
Dendrocalamus strictus elevaron la tasa de
multiplicacion al emplear Thidiazuron (0.5 mg
I1). De igual manera, Arya et al. (2001) para
Dendrocalamus asper obtuvieron similares
resultados al emplear 6-BAP (3.0 mg I%).

Otros autores como Das y Pal (2005)
combinaron acido indolbutirico (AIB) (3.0 mg
1) y 6-BAP (2 mg I'') para incrementar el
coeficiente de multiplicacion en Bambusa
tulda. Ilgualmente Sanjaya et al. (2005)
combinan 6-BAP (1.0 mg I!) y acido
naftalenacetico (ANA) (0.5mg I'') para
Pseudoxytenanthera stocksii, Kapoor y Rao
(2006) para Bambusa bambos var. gigantea
obtuvieron altos coeficientes de
multiplicacién al emplear 6-BAP (0.45 mg
I-Y). De igual manera, Ramanayake et al.
(2006) para Bambusa vulgaris var. vittata
obtuvieron similares resultados al emplear 6-
BAP (4.0 mg IY). Jiménez et al. (2006) para
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G. angustifolia alcanzaron similares
resultados al emplean 6-BAP (5.0 mg | 2).

Baja tasa de enraizamiento

Los bajos porcentajes de enraizamiento in
vitro constituyen unos de los principales
problemas durante la organogénesis directa
en varias especies de plantas,
fundamentalmente en bambues, la cual
puede estar relacionada con la altura del
explante, los reguladores de crecimiento y el
estado fisico del medio de cultivo ( Kumary
Divakara, 2001).

Las auxinas juegan unrol importante en la
induccion y crecimiento de las raices por
lo que se emplean en la mayoria de los
medios de cultivos de enraizamiento in vitro
de varias especies de plantas. Se ha hecho
referencia a la inmersién de los brotes
durante varios minutos en una solucién
con concentraciones altas de auxinas y
posteriormente estos brotes que no han
emitido raices son transferidos a un medio
de cultivo MS libre de reguladores de
crecimiento (Mroginski et al., 2004).

También se recomienda elevar la
concentracién de sacarosa en el medio de
cultivo para lograr un crecimiento vigoroso
de las raices. Las plantas procedentes de
los medios de cultivo con las mayores
concentraciones de sacarosa presentanuna
mayor supervivencia al ser trasplantadas al
suelo, tal vez debido a una mejor adaptacién
para soportar el estrés hidrico motivado por
las condiciones de mayor presién osmética
donde se desarrollan, unido a una mejor
constitucion morfolégica de las plantas in
vitro (Mroginski et al., 2004).

En esta etapa se hace alusion a la
disminucién del nUmero de raices in vitro en
varias especies cuando se emplean medios
de cultivo en estado semisdlido debido a la
poca difusibn de sustancias toxicas
liberadas por el tejido en crecimiento, la
aireacion y la disponibilidad de nutrientes
(Lane, 1979).

Los medios de cultivo liquidos ofrecen
ventajas en esta fase, pues disminuye
los costos por concepto de medio de cultivo
al eliminarse el agar. Ademas, permiten la
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difusién de los residuos toxicos de las
plantas, fundamentalmente los fenoles que
abundan durante la iniciacion del
crecimiento de las raices y el desarrollo
general de la planta es mas rapido y se
acorta el periodo de trasplantes (Hu y Wang,
1993).

El enraizamiento in vitro en bambues constituye
una limitante para la propagacion in vitro de
bambues. La auxina mas empleada ha sido el
acido indol-3-butirico (IBA) para inducir el
enraizamiento in vitro en muchas especies de
bambu como Dendrocalamus strictus (Nadgir
et al., 1984), Dendrocalamus giganteus, D.
strictus (Ravikumar et al., 1998).
Dendrocalamus brandisii y Bambusa
arundinacea (Nadgauda et al., 1997),
Thamnocalamus spathiflorus (Bag et al., 2000)
y Bambusa balcooa (Das y Pal, 2005a).

El empleo de IBA en la fase de multiplicacion
induce espontdneamente raices en Bambusa
sp. y Dendrocalamus strictus durante la fase
(Shirgurkar et al., 1996). Por su parte, Sanjaya
et al (2005) informaron para
Pseudoxytenathera stocksii la adicién de 6-
BAP (0.1 mg I'Y) y IBA (1.0 mg IY). De igual
manera, Kapoor y Rao (2006) para Bambusa
vulgaris var gigantea empelaron ANA (9.3 mg I
'), 6-BAP (0.45 mg I"); AG, (0.035 mg I') y
sacarosa (50 g I'Y). Sin embargo, Ramanayake
et al. (2006) indujeron el enraizamiento in vitro
de Bambusa vulgaris var. vittata al emplear
Thidiazuron (0.3mg IY) en camaras de luz
continua (48umol m32s?).

Autores como Arshad et al. (2005) y
Ramanayake et al. (2008) realizaron la fase de
enraizamiento in vitro en dos etapas.
Describieron la presencia de raices pequefias
durante la primera etapa de enraizamiento in
vitro de B. wamin. Posteriormente, una vez que
estos plantas se transfirieron a una segunda
etapaa un medio de cultivo MS simple lograron
también un incremento en el porcentaje de de
explantes con raices y en la longitud de las
mismas en 12.54 cm.

Esta etapa es de gran importancia, ya que las
plantas adquieren las caracteristicas y
condiciones necesarias, para ser trasplan-
tadas a la fase de aclimatizaciéon ya que
desarrollan un sistema radical que les permite
adaptarse a estas condiciones. La eficiencia

137

en la aclimatizacion de las plantas es
trascendental para la propagacion comercial de
cualquier especie y de ella depende el éxito de
la siembra en campo. En la literatura cientifica
se hace poca referencia a dicha etapa y
constituye unas de las principales limitantes
durante la propagacién de los bambues
empleando métodos de cultivo de tejidos.

Bajos porcentajes de supervivencia ex
vitro

Los principales problemas identificados durante
la fase de aclimatizacion estan dados por la
pérdida de las plantas debido al estrés que
sufren al enfrentarse a las condiciones ex Vitro.
Dentro de los factores que mas influyen en esta
fase se encuentran:la calidad de las plantas
cultivadas in vitro, el sustrato, la temperatura,
la humedad y el manejo del material vegetal en
esta etapa de aclimatizacion (Morales et al.,
2008).

Las plantas cultivadas in vitro, tienen
generalmente la cuticula muy poco
desarrollada, consecuencia de la alta humedad
relativa (90.0% - 100.0%) que presentan los
frascos, son delgadas, flacidas y la fotosintesis
es muy baja o nula. Ademas, presentan las
células en empalizada encargadas de utilizar
laluz, mas pequefasy en menor cantidad, los
estomas son pocos funcionales, originando un
estrés hidrico en los primeros dias de la
aclimatizacion. Como resultado, cuando se
realiza el traslado a condiciones ex vitro, las
plantas cultivadas in vitro produce una
transpiracion cuticular extra, debido a que la
humedad del aire en estas condiciones es mas
baja (Moran, 2008).

Esta etapa es critica pues las plantas in vitro
sufren un cambio brusco del ambiente in vitro
al ex vitro. Las plantas in vitro cultivadas en
frascos de cultivo, expuestos a un medio de
cultivo seleccionado para proveerles
condiciones en la multiplicaciéon vegetal y
minimas condiciones de estrés, inducen a la
plantain vitro a una estructura y fisiologia poco
desarrolladas. Entre otros aspectos, sus raices
son muy vulnerables al dafio fisico, la tasa de
fotosintesis es muy baja y su aparato
estomatico es poco funcional, de cambios en
el tamafio, la forma y la densidad de los
estomas, con bajos niveles de luz, condiciones
asépticas, abundantes azlcares y nutrientes,
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logran un crecimiento heterotréfico o
mixotréfico en una atmasfera con altos niveles
de humedad (Nava 2008; Bazaldu-Mufioz et al.,
2008). Con estas caracteristicas, las plantas
propagadas in vitro tienen poco éxito de
adaptacion.

La aclimatizacién de bambu ha sido poco
abordada, los estudios realizados hasta el
momento solo reflejan de manera muy breve
el tipo de sustrato utilizado y la supervivencia
de las plantas en casa de cultivo,
especificamente en la especie B. vulgaris var.
vulgaris no se sefialan estudios al respecto.

Factores morfolégicos que influyen en la
aclimatizacion

En las plantas cultivadas in vitro, la respuesta
a la fotosintesis en condiciones de luz, es
semejante a plantas adaptadas a vivir en la
sombra, las cuales se caracterizan por tener
una tasa fotosintética y de restitucion de luz
bajas. La anatomia de las hojas, con un
parénquima en empalizada més pequefio y
en menor cantidad que el de plantas
cultivadas en condiciones de campo, es uno
de los factores determinantes. Sin embargo,
las deficiencias en las estructuras de los
cloroplastos, el nivel bioquimico, también
contribuyen a limitar la actividad fotosintética.
En la aclimatizacién las radiaciones mas
altas, puede provocar un estrés de luz,
incluyendo la fotoinhibicidn y la fotooxidacién
de la clorofila. Este se observa por la
presencia de clorosis y manchas secas que
aparecen en la hoja. Es esencial para la
aclimatizacidon una buena optimizacion de la
luz y asi lograr la supervivencia requerida. El
estrés del trasplante es fundamentalmente
por el estrés hidrico, el cual es combatido por
algunas especies de plantas con una buena
frecuencia de riego en casas de cultivo,
ademas el poco desarrollo de la cera cuticular
y estomatico coadyuvan a la deshidratacién
de las plantas llevadas a fase de
aclimatizacién (Moran, 2008).

Las plantas cuando son llevadas a fase de
aclimatizacion sufren un estrés hidrico
debido a la baja humedad relativa, esto debido
al pobre desarrollo de la cera cuticular y
epicuticular, esta estructura aumenta cuando
transcurre entre las dos o tres semanas en
casa de cultivo las plantas (Groutet al., 1977;
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Moran, 2008). La degradacion de la cera
epicuticular, es factor importante en el retardo
de la deshidratacién de la hoja, ésta es
reforzada al disminuir la humedad relativa
(Ritchie et al., 1991).

Gribaudo et al. (2001) observaron en plantas
cultivadas in vitro que la cantidad de cera en
la hoja era baja, mal estructurada y
guimicamente distintas a la cera de plantas
en casas de cultivo. Ademas, valoraron la
presencia de cera epicuticular de la
superficie adaxial de la hoja, para verificar que
la pérdida de agua estaba influenciada por la
cantidad de cera o por deficiencia del cierre
estomatico y determinaron que la mayoria del
agua se perdié a través de la superficie
adaxial debido a un cierre estomético
deficiente.

Dobranszki et al. (2010) observaron que la
pérdida de agua en las hojas de plantas
provenientes de cultivos in vitro, ocurrié
desde la superficie abaxial, donde se
encuentran localizados los estomas. La
pérdida de agua estd relacionada
inversamente con el cierre estomético en
plantas cultivadas in vitro.

En un corto periodo de tiempo en
aclimatizacién con una humedad relativa
(HR) baja, trae consigo un cambio en el
funcionamiento estomatico, y ocurre en
menos de cinco dias después de exponerlo
a estas condiciones de humedad. Otro
tiempo mas largo de aclimatizacién involucra
desarrollo de cera y de los cloroplastos, esto
ocurre a partir de los 10 dias en plantas de
manzana (Malus sylvestris Mill) (Mohamed
et al., 2010).

El equilibrio del agua en tejidos de plantas
micropropagadas no solo depende de regular
la transpiraciéon, sino de un suministro
adecuado de agua a las raices. Es por esto
gue las plantas cultivadas in vitro tienen
pobres conexiones raiz-tallo, la estructura de
laraiz alterada, la absorcion y transporte del
agua es negativo. La captacion de agua por
parte de las raices, junto con la pérdida de
agua por los apices, es de importancia
primaria para el mantenimiento del equilibrio
del agua durante la aclimatizacién de las
plantas cultivadas in vitro. Flachowsky et al.
(2010) mostraron que las raices de plantas
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propagadas in vitro, generalmente pierden
sus pelos radicales durante la aclimatizacion,
pero estas raices son todavia importantes
porque las nuevas raices desarrolladas son
totalmente funcionales a partir de ellas.

Cabe mencionar que en los estudios de
diferentes autores (Lin y Chang, 1998;
Marulanda et al., 2005; Dutta y Borthakur, 2009)
realizados en Bambusa edulis, Guadua
angustifolia y Bambusa balcooa se desarrolla
una etapa de endurecimiento in vitro para luego
transferir las plantas a fase de aclimatizacion.
Esta etapa de endurecimiento favoreci6 el
incremento de los porcentajes de plantas
aclimatizadas que oscilaron entre 80.0% y
90.0%. Otros autores como Dutta y Borthakur
(2009) también han prestado atencién a la
relacion existente entre la altura de las plantas
y su supervivencia durante la fase de
aclimatizacion. Los investigadores antes
mencionados obtuvieron en B. balcooa una
supervivencia del 90% con plantas entre 2.0 y
6.0 cm de altura, y estas fueron capaces de
emitir entre uno y cuatro nuevos hijos por
planta. Sin embargo, estos autores no
realizaron un estudio detallado de la relacion
o dependencia existente entre las
caracteristicas morfolégicas de las plantas
cultivadas in vitro y su respuesta en fase de
aclimatizacion.

Por otro lado, en la especie Dendrocalamus
strictus, Saxena et al. (1999) obtuvieron una
tasa de supervivencia entre 80.0% y 92.0%
pero no se refieren a las caracteristicas de las
plantas empleadas. En otras especies, como
Eucalyptus urophylla y Eucalyptus grandis se
relaciona la altura de las plantas con el éxito
durante la aclimatizacion de las plantas.
Martinez et al. (2005) al utilizar plantas
cultivadas in vitro de 6.0 y 7.0 cm de altura,
gue poseian como promedio tres raices y la
raiz mayor media entre 5y 7 cm de longitud
lograron entre 75.0% y 85.0% de supervivencia
en fase de aclimatizacion.

Los articulos cientificos consultados no refieren
investigaciones profundas sobre el desarrollo
de las plantas de bambues en fase de
aclimatizacion (Gillis et al., 2007; Dutta y
Borthakur, 2009; Rajneesh et al., 2009;
Sayanika et al., 2009) De manera general, se
restringen a la evaluacién de la supervivencia sin
profundizar en otras variables ni definir la relacién
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existente entre las caracteristicas morfolégicas
de las plantas y su respuesta a las condiciones
durante la aclimatizacién.

CONCLUSIONES

Las técnicas de cultivo de tejidos ofrece un
medio rapido y confiable para la propagacion
de diferentes especies de bambues. En el
caso de la regeneracion de plantas por
organogénesis este ha demostrado ser un
método eficiente incluso a escala comercial
para favorecer la propagacion de bambues.
Los resultados incluidos en este trabajo
demuestran que en las especies de bambues
los protocolos de regeneracion de plantas via
organogénesis pueden ser empleados para
este fin.

Este trabajo fue presentado en el marco de la
Primera Conferencia Regional de Bambu: El bambu
en el desarrollo local, organizada por la Facultad de
Construcciones, el Centro de Investigacion y
Desarrollo de Estructuras y Materiales (CIDEM) de
la Universidad Central Marta Abreu de Las Villas, la
Agencia Suiza para el Desarrollo y la Cooperacion
(COSUDE), INBAR y la red ECOSur, del 17-19 de
mayo de 2011. Villa Clara, Cuba.
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