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RESUMEN

Bambusa vulgaris var. vulgaris Schard. ex Wendl. es una especie multipropdsito de rapido crecimiento
y proporciona beneficios a los cultivos agricolas y ha sido empleada en plantaciones y sistemas
agroforestales. Su propagacion in vitro se ha efectuado a través de organogénesis a partir de yemas
axilares. Sin embargo, los bajos coeficientes de multiplicacion y la presencia de fenoles han sido
elementos que han afectado la multiplicacion in vitro en varias especies de bambues. Este trabajo se
realizo con el objetivo de determinar el efecto del estado fisico del medio de cultivo y el nUmero de
subcultivo en la fase de multiplicacion in vitro de plantas de B. vulgaris var. vulgaris. Para ello se empled
un medio de cultivo compuesto por las sales MS, mio-inositol (100 mg I'"), sacarosa (30 g I'') y 6-BAP
(6.0 mg I'") en estado liquido y en estado semisdlido (2.5 g I' de Gelrite). Se cuantifico el nimero de
brotes por planta y el numero de hojas expandidas por cada explante, ademas se midi6 la altura de la
planta principal desde la base hasta el punto de insercion de la primera hoja. Los resultados demostraron
que el estado fisico del medio de cultivo influyd en la multiplicacién in vitro de B. vulgaris var. vulgaris. El
mayor coeficiente de multiplicacion (3.0) se logré después de cinco subcultivos de multiplicacién en
medio de cultivo en estado liquido.
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ABSTRACT

Bambusa vulgaris var. vulgaris. Scharde ex Wendl. is a fast growing multi-species which provides benefits to
agricultural crops. It has been used in plantations and agroforestry systems. In vitro propagation of this
species has been made by organogenesis from shoot tip. However, the low rates of multiplication and the
presence of phenols have affected the in vitro multiplication in several species of bamboo. This work was
carried out to determine the effect of the culture medium physical state and the number of subcultures in the
in vitro multiplication of B. vulgaris plants var. vulgaris. Amedium composed of MS salts, myo-inositol (100
mg "), sucrose (30 g I'') and 6-BAP (6.0 mg I'") in liquid and semisolid (2.5 g I Gelrite) was used. The number
of shoots per plant and the number of expanded leaves per explants were quantified. The height of the main
plant was also measured from the base to the point of insertion of the first leaf. Results showed that the
physical state of the culture medium had influence on in vitro multiplication of B. vulgaris var. vulgaris. The
highest multiplication coefficient (3.0) was achieved after five subcultures of multiplication in liquid culture
medium.

Key words: axillary buds, bamboo, multiplication coefficient, organogenesis

INTRODUCCION

El estado fisico de los medios de cultivo
constituye un aspecto importante para el
cultivo in vitro. Autores como Bag et al. (2000)
han sefialado el efecto positivo del medio de
cultivo en estado liquido sobre la
multiplicacién in vitro de varias especies de
bambues.

Sin embargo, aun persisten serias limitantes
que afectan la propagacién in vitro de
Bambusa vulgaris var. vulgaris tales como
los bajos coeficientes de multiplicacion y la
presencia de fenoles (Mishraa et al., 2007).

Para elevar los coeficientes de multiplicacion
en esta especie se han estudiado y puesto
en practica diferentes alternativas. Varios
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autores han evaluado la influencia del nimero
de subcultivos y el manejo de los explantes
en cada subcultivo (Yashodha et al., 2007).
También se ha hecho referencia a la
posibilidad de emplear medio de cultivo
liquido tal y como fue descrito en la especie
Pseudoxynanthera stocksii por Sanjaya et al.
(2005).

Por todo lo anterior, la presente investigacion
tuvo como objetivo determinar el efecto del
estado fisico del medio de cultivo y el nimero
de subcultivos en la fase de multiplicacién in
vitro de plantas de Bambusa vulgaris var.
vulgaris.

MATERIALES Y METODOS

Como material vegetal, se emplearon brotes
establecidos (20 dias de cultivo, 6.0 cm de
altura) a partir de yemas axilares segun lo
descrito por Garcia-Ramirez et al. (2007)
para Bambusa vulgaris var. vittata (Figura 1).

El medio de cultivo estuvo compuesto por las
sales inorganicas propuestas por
Murashige y Skoog (1962) (MS), mio-
inositol (100 mg I'"), sacarosa (30 g I'") y 6-
BAP (6.0 mg I'"). Se establecieron dos
tratamientos: el medio de cultivo estado
liquido y en estado semisdlido, al cual se le
agregaron 2.5 g I'' de Gelrite® (SIGMA).

Biotecnologia Vegetal Vol. 10, No. 2, 2010

Los frascos de cultivo empleados en cada
tratamiento fueron Erlenmeyers (250 ml de
volumen). A cada uno se le adicionaron 50
ml| de medio de cultivo y en cada frasco se
colocaron cinco explantes (se considero
como explante un brote individual o con hasta
dos brotes nuevos). Los frascos de cultivo
se colocaron en camaras de crecimiento a
26+2.0°C y luz solar (38.0-45.7 yM m2 s).

A los 20 dias de cultivo (subcultivo) se
cuantifico el nimero de brotes por planta y el
numero de hojas expandidas por cada
explante. Ademas, se midié la altura de la
planta principal (cm) desde la base hasta el
punto de insercién de la primera hoja.

Posteriormente, se realizaron cinco
subcultivos de multiplicacién. Para ello, se
colocaron las plantas en grupos de a tres,
sin individualizar (Figura 2). Al final de cada
subcultivo (cada 20 dias) se calculo el
coeficiente de multiplicacién (CM) con la
siguiente féormula: CM= Numero de plantas
totales (grupos de a tres) por frasco / niumero
de plantas inicial (grupos de a tres) por
frasco.

Los valores obtenidos fueron analizados
mediante una prueba de Mann-Whitney,
previa comprobacion de los supuestos de
normalidad y heterogeneidad de varianza.

Figura 1. Explantes de Bambusa vulgaris var. vulgaris a los 20 dias de establecidos in vitro.
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Figura 3. Plantas de Bambusa vulgaris var. vulgaris a los 20 dias de cultivo, (a) en medio de cultivo liquido y

(b) en medio de cultivo semisdlido.
RESULTADOS Y DISCUSION

El estado fisico del medio de cultivo influy6 en
la multiplicacion in vitro de B. vulgaris. Durante
la multiplicacion en medio de cultivo liquido, se
observo la formacion de nuevos brotes a partir
de la segunda semana de cultivo. Sin embargo,
en el medio de cultivo semisdlido se retardod la
emision de nuevos brotes, estos no fueron
visibles hasta después de 17 dias de cultivo.

Cuando se empled el medio de cultivo liquido
la emision de nuevos brotes se favorecio, se
formaron 4.60 brotes por cada planta, mientras
que al emplear medio de cultivo semisdlido
solamente se formd como promedio un brote
por planta (Figura 3). Estos valores difirieron

significativamente (p<0.05, segun la prueba de
Mann-Whitney).

Sin embargo, el estado fisico del medio de
cultivo no provoco diferencias significativas
entre los tratamientos cuando se analizaron las
variables: altura de las plantas, que varié de
5.8 a5.9cmy el numero de hojas expandidas,
que oscilo entre 1.9y 2.0.

Desde el punto de vista cualitativo se pudieron
apreciar diferencias en cuanto al color de los
brotes. Los brotes desarrollados en medio de
cultivo liquido mostraban una coloracion verde-
intensa. Sin embargo, los brotes formados en
medio de cultivo semisoélido fueron de color
verde claro.
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La baja emision de brotes en el medio de cultivo
semisolido pudiera deberse a multiples causas,
una de ellas puede ser la presencia de fenoles
en la zona de la base de las plantas. Autores
como Nadgauda et al. (1997) describieron el
crecimiento lento de las plantas pudiera estar
asociado a la acumulacion de fenoles en la base
de las plantas in vitro de B. arundinacea. Estos
mismos autores atribuyeron el crecimiento
lento a las barreras fisicas que impone el
estado semisdlido del medio de cultivo.

Resultados similares fueron informados por
Ndiaye et al. (2006) para B. vulgaris var. vittata
y Eiman et al. (2008) para Oxytenanthera
abyssinica. Estos autores compararon los
valores de formacién de brotes obtenidos en
medio de cultivo liquido y semisolido. Ellos
demostraron que el estado fisico del medio de
cultivo influy6é en la formacion de brotes y
mencionaron que los valores de este indicador
fueron inferiores significativamente en las plantas
cultivadas en medio de cultivo semisolido.

Un gran numero de articulos cientificos
relacionados con la multiplicacién in vitro de
los bambues hacen referencia al empleo del
medio de cultivo liquido durante esta fase,
debido a los efectos positivos sobre el
incremento del numero de brotes por planta y
en el coeficiente de multiplicacion en varias
especies (Arya et al., 2001). En el medio de
cultivo en estado liquido las plantas se
encuentran parcialmente sumergidos, lo que
propicia una mejor absorcion de los nutrientes
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y por ende un mayor crecimiento y desarrollo
del explante (Sandal et al., 2001). Ademas,
aumenta la difusién gaseosa dentro y fuera de
las células del tejido y el crecimiento se hace
mas rapido (George et al., 2008).

Autores como Mishra et al. (2007) en B. tulda;
Shirin y Rana (2007) en B. glaucescens;
Ramanayake et al. (2008) en B. atra, D.
giganteus y Dendrocalamus hookeri; Sayanika
y Sharma (2009) en Arundinaria callosa y
Rajneesh y Hyamal (2009) en D. hamiltonii, han
corroborado el incremento del nimero de brotes
por planta al emplear medio de cultivo liquido.

Los resultados demostraron que el medio de
cultivo liquido favorecié la emision de nuevos
brotes lo que se relaciona directamente con el
incremento en el coeficiente de multiplicacion
y finalmente en el niumero de plantas para ser
transferidas a fase de enraizamiento.

Es importante sefalar, ademas, que las plantas
en medio de cultivo semisdlido no sobrevivieron
a los siguientes subcultivos. Se observé que los
brotes morian una vez que estos eran transferidos
a un segundo subcultivo, por ello solo se muestran
los resultados en medio de cultivo liquido.

Se comprobdé que el numero de subcultivos
influy6 sobre el coeficiente de multiplicacion de
B. vulgaris. Este se incrementd a medida que
se aumentd el numero de subcultivos. En el
quinto subcultivo de multiplicacion se obtuvo un
coeficiente de multiplicacién de 3.0 (Figura 4).
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Figura 4. Curva de coeficiente de multiplicacion en plantas de Bambusa vulgaris en medio de cultivo liquido

hasta el quinto subcultivo.
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Figura 5. Plantas de Bambusa vulgaris en el quinto subcultivo en medio de cultivo liquido.

No se observaron diferencias fenotipicas entre
las plantas en los diferentes subcultivos.
Ademas, no fueron visibles sintomas de
hiperhidricidad a pesar de que todos los
subcultivos se realizaron en medio de cultivo
liquido y que esta es una especie lefiosa. De
manera general, las plantas in vitro mantuvieron
una coloracion verde intenso, caracteristico de
B. vulgaris (Figura 5).

Otros investigadores también han constatado
un incremento del coeficiente de multiplicacion
con el numero de subcultivos. Por ejemplo,
Ramanyake et al. (2006) en B. vulgaris var.
vittata al extender el numero de subcultivos
hasta el noveno. Por su parte, Mishra et al.
(2007) y Shirin y Rana (2007) alcanzaron un
coeficiente de multiplicacion de 3.2 y 4.0 al
quinto subcultivo de multiplicacién in vitro de
B. tulda y B. glaucescens, respectivamente.
Igualmente, Ramanayake et al. (2008) en B.
atra, D. giganteus y D. hookeri informaron
coeficientes de multiplicacion de 3.0 y 4.2 al
sexto subcultivo de multiplicacion in vitro. Los
valores antes referidos son cercanos a los
obtenidos en el presente trabajo para B.
vulgaris.

El empleo de medios de cultivo liquidos
permitié que las yemas axilares presentes en
los tallos de las plantas brotaran al ponerse en
contacto directo con el medio de cultivo. Este
aspecto influyé en el incremento del coeficiente
de multiplicacién, principalmente a partir del
tercer subcultivo de multiplicacion. La brotacion
de estas yemas se tuvo en cuenta para el

manejo de las plantas in vitro durante los
subcultivos (Figura 3).

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

Autores como Sood et al. (1992) y
Ramanayake et al. (2001) sefalaron la
importancia del manejo de las plantas para el
incremento del coeficiente de multiplicacion, ya
que se ha demostrado en la mayoria de
especies de bambues la muerte de las plantas
una vez que estas se individualizan en el
momento del subcultivo. Yasodha et al. (2007)
incrementaron el coeficiente de multiplicacion,
al dividir las plantas de B. nutans en grupos de
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tres y cuatro en medio de cultivo en estado liquido
durante la multiplicacion in vitro de esta especie.
Al igual que Dutta y Borthakur (2009) para B.
balcooa aumentaron su coeficiente de
multiplicacion a 4.0 al emplear medio de cultivo
liquido.

CONCLUSIONES

Los resultados demostraron que durante la fase
de multiplicacién in vitro de B. vulgaris puede
ser empleado el medio de cultivo liquido para
la multiplicacién de las plantas. También se
puede afirmar que hasta el quinto subcultivo
de multiplicacién se producen incrementos en
el coeficiente de multiplicacion.

Lograr el incremento en el coeficiente de
multiplicacién en plantas de B. vulgaris var.
vulgaris a través del estudio de la influencia del
estado fisico del medio de cultivo y el nimero
de subcultivos, resulta de gran interés ya que,
ademas, permite obtener explantes de 6ptima
calidad, para la posterior fase de enraizamiento
in vitro. Esto le permite dar solucién a unas de
las principales problematicas que afectan la
propagacion in vitro en varias especies de
bambues.
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