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RESUMEN

La propagacion in vitro de Dendrocalamus strictus (Rosb.) Nees se hace necesaria por el potencial que este tipo
de planta posee para la fabricacién de muebles, construccion de vallas y edificios, para la industria papelera,
fabricacion de instrumentos agricolas y musicales, confeccion de medicamentos, para suministrar sus hojas
como forraje ganadero y para la reforestacion. Desarrollar protocolos de regeneracion de plantas via organogénesis
y embriogénesis somatica seria una alternativa eficiente para propagar esta especie ya que se adapta bien a las
condiciones de Cuba. Con el objetivo de formar callos in vitro a partir de semillas de D. strictus se determind el
efecto de diferentes concentraciones de acido 2,4-Diclorofenoxacético (2,4-D) (1.0, 2.0, 4.0 mg.I*) y Kinetina (0.5,
1.0 mg.I'*). Se evalué la formacion de callos en cada tratamiento y su calidad. Los resultados demostraron que el
tratamiento donde se emple6 2,4-D y kinetina a una concentraciéon de 1.0 mg.I"logré la formacion de callos in vitro
a partir de semillas de Dendrocalamus strictus (Rosb.) Nees.
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ABSTRACT

The in vitro propagation of Dendrocalamus strictus (Rosb.) Nees is necessary. This type of plant is very important
for the manufacture of furniture, construction of fences and buildings, for the paper industry, manufacturing of
agricultural and musical instruments, elaboration of drugs, to provide their leaves as fodder for livestock, and
reforestation. The development of protocols for regeneration via organogenesis and somatic embryogenesis is an
efficient alternative to propagate this species. Cuba conditions are suited for this purpose. The effect of different
concentrations of 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid) (1.0, 2.0, 4.0 mg.I*) and kinetin (0.5, 1.0 mg.l") was
determine in order to form calluses in vitro from seeds of D. strictus. Results showed that in vitro callus formation
from seeds of Dendrocalamus strictus (Rosb.) Nees treatment was achieved using 2,4-D and kinetin at a
concentration of 1.0 mg.I*.
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INTRODUCCION representa una oportunidad para integrar iniciativas

de desarrollo sostenible, ya que es un recurso

El bambu desempefia un papel crucial en el desarrollo
sostenible de las poblaciones rurales. Su uso se
extiende con rapidez por Asia, Africa y América
Latina. Se emplea en la artesania, en la construccion
de casas y puentes y como mercancia en el comercio
internacional (FAO, 2005).

En los dltimos afios ha resurgido un gran interés en
el empleo del bambut como fuente de materias primas
para la industria, motivado por restricciones de
caracter ecolégico y la escasez de recursos
forestales. Igualmente, por la posibilidad de emplear
los bosques de bambu como un modulador del medio
ambiente por su capacidad de crecimiento y por su
adaptacion a climas tropicales, subtropicales y
templados, ademas de que favorece la conservacion
del agua, el suelo y la biodiversidad (Bystriakova et
al., 2004). El bambt por las altas tasas de
crecimiento es capaz de alcanzar elevados
voliumenes de biomasa hasta dos veces mas que
los arboles de rapido crecimiento. Este recurso

complementario para los medios de vida de los
pequefios productores rurales (INBAR, 1999;
Morales, 2002), por su fortaleza, elasticidad y dureza.
El desarrollo de nuevas utilidades para el bambu es
muy recomendable ya que es un recurso renovable
y sostenible (Pérez et al., 2000).

En Cuba, no se cuenta con recursos forestales
suficientes y la disponibilidad de bambu es pequefia
y dispersa por lo que imposibilita una explotacion
econdmica para la industria. El bambu se ha utilizado
principalmente de forma limitada, en la artesania y
la produccién de muebles, siendo muy escasos y
con criterios de disefio restringidos en su utilizacion
en la vivienda. Por tanto, se hace necesaria la
busqueda de soluciones creativas para un mayory
mejor aprovechamiento de este importante material
vegetal (Pérez et al., 2000).

Desarrollar protocolos de propagaciéon via
organogénesis y embriogénesis somatica seria una
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alternativa eficiente para propagar esta especie ya
gue se adapta bien a las condiciones edafoclimaticas
de Cuba. En Cuba no se han desarrollado protocolos
de regeneracién de plantas via embriogénesis
somatica y organogénesis indirecta. El cultivo de
tejidos ofrece un medio rapido y confiable para la
regeneracion de plantas mediante el empleo de
callos formados a partir de semillas. En esta especie
de bambu disponer de semillas como material inicial
fue desde el punto de vista cientifico una posibilidad
excepcional debido a lo impredecible y esporadico
de este fendmeno. La mayoria de los informes
describen protocolos principalmente para los géneros
Bambusa (Kalia et al., 2004; Lin et al., 2004) y
Dendrocalamus (Saxena y Dhawan, 1999;
Ramanayake et al., 2001; Sood et al., 2002).

La presente investigacion se desarrolld con el
objetivo determinar el efecto de diferentes
concentraciones de acido 2,4-Diclorofenoxacético
(2,4-D) y kinetina parala formacion de callos de D.
strictus a partir de semillas.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se emplearon semillas de Dendrocalamus strictus
(Rosb.) Nees colectadas en el Jardin Boténico de
Cienfuegos, Cuba, durante el mes de abril. Las
espiguillas fueron trasladadas al laboratorio y se
extrajeron las semillas. Previo a la desinfeccion, las
semillas fueron seleccionadas cuidadosamente de
acuerdo con su coloracion, forma y presencia de
dafios o deformidades.

Unavez en el laboratorio, las semillas fueron lavadas
con detergente y agua corriente para remover restos
de suelo, seguidamente, se sumergieron en etanol
(70%) durante cinco minutos. Luego de enjuagar
las semillas tres veces con agua destilada estéril,
fueron colocados en una solucion de NaClO al
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2.0% durante 20 minutos. Finalmente, se procedié
al enjuague con agua destilada estéril.

Formacion de callos

Se determind el efecto de diferentes concentraciones
de &cido 2,4-Diclorofenoxacético (2,4-D) y kinetina
sobre la formacion de callos en semillas de D.
strictus.

El medio de cultivo estuvo compuesto por salesy
vitaminas propuestas por Murashige y Skoog (1962),
sacarosa 30 g.I' y Gelrite® (SIGMA) 2.5 g.I%.

Los tratamientos resultantes de la combinacién de
los reguladores del crecimiento y sus
concentraciones se refieren en la tabla 1.

El pH del medio de cultivo fue ajustado a 6.0+1 con
el uso de HCl y/o KOH, previo a la esterilizacion. Se
colocaron cinco semillas por frasco de cultivo y cada
uno contenia 25ml de medio de cultivo.

Los frascos de cultivo fueron colocados en camaras
de crecimiento de luz solar donde la densidad de
flujo de fotones fotosintéticos (DFFF) oscilo entre
48.0-62.5imol.m? s, a 27+ 2°C.

A los veinte dias de cultivo se cuantificé el nimero
de semillas que formé callos, el nimero de semillas
libres de contaminantes microbianos y hasta los
treinta y nueve dias se evalu6 el nimero de callos
con presencia de brotes y raices.

Para el andlisis estadistico de los datos se realizaron
pruebas de normalidad, ademas se aplicé la prueba
de Kruskall Wallis para determinar el efecto de los
reguladores de crecimiento en la formacion de callos
in vitro de D. strictus a un nivel de significancia del
5%. Todo el proceso estadistico fue realizado a través
del paquete estadistico computacional SPSS 15.0
para Windows.

Tabla 1. Tratamientos conformados para evaluar el efecto de dos reguladores del crecimiento en en la formacion

de callos de D. strictus (Rosb.) Nees a partir de semillas.

Regulador del crecimiento

Tratamientos 2,4-D (mg.I") Kinetina (mg.I™)
1 1.0 1.0
2 2.0 1.0
3 4.0 1.0
4 1.0 0.5
5 2.0 0.5
6 4.0 0.5
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RESULTADOS Y DISCUSION

La germinacion de los embriones somaticos se inicio
alos 15 dias de cultivo. Los embriones de las semillas
germinaron en presencia de 2,4-D auxina efectiva en
la induccion de los embriones somaticos, luego se
emitié la radicula y se inici6 el desarrollo de la
plumula, aunque en ninguno de los tratamientos se
desarrollé la hoja cotiledonal. Posteriormente, se
inicié la formacion de callos a los 20 dias de cultivo,
estos eran pequefios, compactos, bien definidos, de
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coloraciéon blanquecina y en todos los casos
crecieron sobre la radicula que emergi6 de la semilla,
se observé la presencia de callos con estructuras
embriogénicas a los 30 dias de cultivo (Figura 1). A
los 39 dias de cultivo se observaron callos con brotes
(Figura 2).

Las combinaciones de los dos reguladores del
crecimiento empleados fueron capaces de inducir la
formacién de callos a partir de semillas de
Dendrocalamus strictus (Tabla 2).

Figura 1. Callos formados a partir de semillas de Dendrocalamus strictus (Rosb.) Nees a los 30 dias de cultivo.

Figura 2. Callos con brotes de Dendrocalamus strictus (Rosb.) Nees formados a los 39 dias de cultivo.

Tabla 2. Efecto de las concentraciones de los reguladores del crecimiento sobre la formacion de callos in vitro de

D. strictus.

Reguladores de

crecimiento Callos formados a partir de Semillas libres de
2.4-D Kinetina semillas (%) contaminantes (%)
(mg.r)  (mg.r)
1.0 780 a 90.8a
2.0 1.0 72.0ab 90.0a
4.0 63.0 ab 88.0 ab
1.0 570b 86.2 ab
2.0 0.5 570b 83.0b
4.0 540b 79.1b

Medias con letras diferentes dentro de una misma columna, difieren (p<0.05) segun la Prueba de Kruskal Wallis.
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Otros autores han empleado estos reguladores de
crecimiento para formar callos y regenerar plantas
en bambd.

Por ejemplo, Routy Das (1997) para la especie
Bambusa vulgaris var. vulgaris con una menor
concentracion de 2,4-D obtuvieron emision de brotes
en los callos. Por su parte, Mufioz y Fonseca (1998)
para Dendrocalamus giganteus refirieron la formacion
de callos al emplear 1.0 mg.I* de 2,4-D y kinetina.

En otra especie de Dendrocalamus (D. hamiltonii Nees
et Arn. Ex Munro), Godbole y Sood (2002) formaron
callos a partir de segmentos nodales con el uso de
1.0 mg.I* de 2,4-D, asi como, Sood et al. (2002),
Ramanayake y Wanniarachchi (2003), Lin et al. (2004),
Gillis et al. (2007) en Bambusa balcooa Roxburgh con
este mismo regulador de crecimiento (1.0 mg.I*), obtuvieron
un 98% de callos con estructura embriogénicas a partir
de segmentos nodales. Igualmente, en Phyllostachys nigra,
Ogita (2005) con 2.0 mg.I* de 2,4-D obtuvo callos con
estructuras embriogénicas.

CONCLUSIONES

Se logro la formacion de callos a partir de semillas
de Dendrocalamus strictus (Rosb.) Nees al emplear
2,4-Dy kinetina.
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