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RESUMEN

La presente investigacion tiene por objetivo evaluar la propagacion in vitro del germoplasma
de la especie nativa Guadua weberbaueri Pilg colectado en 3 sitios de Selva Central, al
presentarse dificultades por los métodos convencionales de propagacion asexual para
bambues. Los 3 sitios de colecta: Rafael Gastelua Bella, Satipo, Junin (Satipo 1); Génova,
Chanchamayo, Junin (Chanchamayo) y Rio Negro, Satipo, Junin (Satipo 2) fueron
seleccionados en base a un estudio de identificacion molecular, por la similitud de
caracteristicas vegetativas con Guadua sarcocarpa especie coexistente en Selva Central. Se
obtuvieron plantas madres de los sitios “Satipo 1” y “Chanchamayo”, siendo “Satipo 1” la
que presento mejores resultados durante el establecimiento y multiplicacion. La mejor época
en la ciudad de Lima para la introduccion fue de abril a julio. La desinfeccion debe realizarse
dentro de la camara de flujo laminar y usando el D4: inmersion en alcohol de 70°,
limpieza con NaOCI al 2,5% por 10 minutos seguido de una segunda desinfeccion con
NaOCI al 1,5% por 3 minutos e inmersién en Ceftriaxona disodica hemiheptahidratada por 1
segundo. Asimismo, se debe enriquecer el medio de cultivo Moorashige & Skoog (1962)
(MS) con 2 ml/l Plant Preservative Mixture (PPM) y la brotacion no esta influenciada por la
oscuridad. La tasa de multiplicacién es de 2,5 brotes por vitroplanta para G. weberbaueri
usando: MS enriquecido con 2 ml/l de PPM y 5 mg/l de 6- Benzilaminopurine. Se identifica
al hongo endofito asintoméatico Acremonium sp. como un limitante durante la multiplicacion

que debe ser investigado para poder completar el protocolo de propagacion in vitro.

Palabras claves: Guadua weberbaueri, establecimiento, multiplicacion, desinfeccién, época

y Acremonium sp.



ABSTRACT

The purpose of this research is to evaluate the in vitro propagation of the germplasm of the
native species Guadua weberbaueri Pilg collected at 3 sites in the Central Forest as
difficulties arise due to conventional methods of asexual propagation for bamboo. The 3
collection sites: Rafael Gastelua Bella, Satipo, Junin (Satipo 1); Génova, Chanchamayo,
Junin (Chanchamayo) and Rio Negro, Satipo, Junin (Satipo 2) were selected based on a
molecular identification study, due to the similarity of vegetative characteristics with
Guadua sarcocarpa coexisting species in the Central Forest. Mother plants were obtained
from the sites "Satipo 1" and "Chanchamayo”, being that "Satipo 1" presented the best
results during establishment and multiplication. The best time of the year in Lima for the
introduction was from April to July. Disinfection must be carried out inside the laminar flow
chamber and using D4: 70 ° alcohol immersion, cleaning with 2.5% NaOCI for 10 minutes
followed by a second 1.5% NaOCI disinfection for 3 minutes and immersion in Ceftriaxone
disodium hemiheptahydrate for 1 second. Likewise, the Moorashige & Skoog (1962) (MS)
culture medium should be enriched with 2 ml/l Plant Preservative Mixture (PPM) and
sprouting is not influenced by darkness. The multiplication rate is 2.5 outbreaks per
vitroplant for G. weberbaueri using: MS enriched with 2 ml/l of PPM and 5 mg/l of 6-
Benzilaminopurine. The asymptomatic endophyte fungus Acremonium sp. as a limitation
during multiplication that must be investigated in order to complete the in vitro propagation
protocol.

Keywords: Guadua weberbaueri, establishment, multiplication, disinfection, time of the

year and Acremonium sp.



l. INTRODUCCION

En Sudamérica el sudoeste de la Amazonia (Peru, Brasil y Bolivia) estd dominado por dos
especies de bambU Guadua weberbaueri Pilg. y Guadua sarcocarpa Londofio & Peterson
(Nelson, 1994). En Peru a ambas especies nativas se les denomina vulgarmente como “paca”
constituyéndose en pacales cuando forman masas homogéneas en el bosque natural y se
encuentran distribuidas en la region sur-oriental (Junin, Ucayali, Cusco y Madre de Dios) y
regién nor-oriental (San Martin y Amazonas) ocupando una superficie de 3 997 800
hectareas es decir el 3,11 % del territorio nacional (INRENA, 1996).

Londofio & Peterson (1991), indican que G. weberbaueri y G. sarcocarpa tienen
morfologias vegetativas muy similares y comparten caracteres particulares Unicos dentro del
género Guadua por lo que estudios que empleen marcadores moleculares como el de Quispe

(2019) son importantes para su identificacion.

Las principales especies de bambu existentes en el Per( son Guadua aff. angustifolia, G.
weberbaueri y G. sarcocarpa (Londofio y Peterson, 1991; MINAM, 2015). Guadua
angustifolia (especie introducida) es la especie mas investigada, cultivada y demandada con
un uso principal para construccién y otros productos de transformacion mecanica y quimica
que se vienen desarrollando (INBAR, 2015). Mientras que, las especies nativas tienen un uso
local y etnobotanicos (Reategui, 2009; Bamonte y Kociancich, 2007 y Judziewicz, et al.,
1999), siendo poco abundante en la region selva central donde se presenta en lugares
marginales o fragmentos de bosque donde aun no se la ha cortado y quemado (Catpo, 2019).
La importancia de estas Ultimas especies radica en su facilidad para colonizar terrenos

(Nelson, 1994), y su rapido crecimiento, lo que las hace un potencial para la industria.

Los bambues tienen ciclos largos de reproduccion sexual, sin embargo no se ha reportado
informacion para G. weberbaueri pero se conoce que G. angustifolia reporta un ciclo entre
floraciones aparentemente de entre 30 a 35 afios (Young y Judd, 1992). A causa de lo
anterior y por la inviabilidad de los frutos y semillas la propagacion por semillas es

descartada. Dentro de los métodos de propagacion es reconocido el método del chusquin por



el éxito en la especie de G. angustifolia, sin embargo Arancibia (2017) menciona que es
poco probable encontrar chusquines en los pacales. La misma autora desarroll6 ensayos de

propagacion vegetativa por secciones de ramas teniendo porcentajes sumamente bajos.

En este contexto se hace necesario encontrar métodos eficientes de propagacion de G.
weberbaueri para garantizar la disponibilidad de material para la industria garantizando la
conservacion in situ y la manutencién de germoplasma para fines de mejoramiento vegetal.
Por lo que las técnicas biotecnoldgicas son imprescindibles para el mejoramiento genético, la
propagacion en masa de bambues y la conservacion de gran variabilidad genética a mediano
y largo plazo (Londofio, 2010 a y b). Las técnicas de cultivos de tejidos viabilizan la
produccion en gran escala de plantas con calidad fisiolégica y fitosanitaria a partir de

genotipos superiores seleccionados (Sanches, 2017).

Existen diversos estudios en cultivo de tejidos de bambues, siendo la mayoria de ellos
realizados en especies asiaticas. Para el caso de bambues americanos la mayoria de estudios
se han realizado en Guadua angustifolia, la cual es la Gnica especie americana en la lista de
las 20 especies prioritarias (RAO et al. 1998 citado por Sanches, 2017). El estudio revisado
mas reciente en Lima para G. angustifolia es el protocolo de propagacion in vitro
desarrollado por Martinez (sf.) a partir de microestacas de plantas madres provenientes de un
vivero en Satipo, Junin logrando culminar con éxito el proceso hasta la aclimatacion de
plantas. Asi también, existen investigaciones recientes para otras especies del género Guadua
como el protocolo de micropropagacion in vitro para Guadua chacoensis (Rojas) Londofio &
P.M. Peterson desarrollado por Sanches (2017) en Santa Catalina, Brasil a partir de micro
estacas provenientes de plantas madres con sustrato hidropénico instaladas en vivero
logrando culminar con éxito el proceso hasta la aclimatacion de plantas y los ensayos de
desinfeccién y de medios de cultivos en G. Weberbaueri desarrollados por Casanova (2017)
en Lima cuyos resultados son satisfactorios para las etapas de introduccién y

establecimiento.

La presente investigacion tuvo como objetivo general: evaluar la propagacion in vitro de
germoplasma de la especie nativa de Guadua weberbaueri Pilg colectado en 3 sitios de Selva

Central. Se plantearon los siguientes objetivos especificos:



Optimizar el establecimiento del cultivo in vitro de Guadua weberbaueri

Determinar la mejor época de extraccion de explante de Guadua weberbaueri para el
establecimiento del cultivo aseptico

Determinar las diferencias entre procedencias de la planta madre de Guadua
weberbaueri, respecto al establecimiento de los explantes en condiciones asépticas

Determinar la tasa de multipliacion de brotes de Guadua weberbaueri



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1 Formacion vegetal: “Guadales”

2.1.1 Distribucioén

El género Guadua retne aproximadamente 30 especies que se distribuyen desde los 23° de
latitud Norte en México hasta los 35° de latitud Sur en Argentina; crece naturalmente en
todos los paises de América Latina con excepcion de Chile y las Islas del Caribe, sin
embargo, en esta region del Caribe la especie Guadua angustifolia ha sido introducida a islas
como Puerto Rico, Cuba, Haiti y Trinidad. Altitudinalmente el género Guadua se distribuye
desde el nivel del mar hasta los 2000 msnm, pero es mucho mas abundante y diversa en
elevaciones por debajo de los 1500 metros sobre el nivel del mar. Crece en diversos tipos de
habitats incluyendo la selva himeda tropical, el bosque montano bajo, las sabanas, los
cerrados, los bosques de galeria y los valles interandino; sin embargo, se puede considerar un
género amazoénico con el 45% de sus especies habitando la cuenca Amazénica y la
Orinoquia (Afazco, 2013). Las especies Guadua weberbaueri y Guadua sarcocarpa son las

gue mas abundan en estas areas (Villegas, sf.).

En el Perl a las asociaciones de cafias silvestres que forman una mixtura con las
asociaciones arboreas en diferentes niveles y proporciones se les conoce con el nombre de
“pacales”. Estas se localizan en la region sur-oriental del Perd, en los departamentos de
Junin, Ucayali, Cusco y Madre de Dios, en ecosistemas de llanura meandrica, terrazas
aluviales, colinas y montafias, llegando esporadicamente hasta 1200 msnm. (FAO,
sf.)Guadua weberbaueri esta distribuida en la region Amazodnica del Perd: Amazonas,
Cusco, Huanuco, Junin, Loreto, Madre de Dios, Pasco y San Martin (Reategui, 2009 ;Ortiz,
2017 y Catpo, 2019).

Hay registros de Guadua weberbaueri en zonas perturbadas de bosques secundarios o

matorrales, por debajo de los 1000 msnm en San Martin. La especie prefiere terrenos secos a



himedos (Londofio, 2010a). Reategui (2009) afirma que encontré esta especie en la
provincia de Chanchamayo enla region de Junin, por debajo de los 1100 msnm. Hay
registros de la especie en Loreto, y Madre de Dios (GBIF, 2016) de bambu silvestre (Guadua
sp: weberbaueri y Guada sarcocarpa) o “paca”. Catpo (2019) hallo6 a G. weberbaueri en
cuatro lugares de selva central: dos en el departamento de Junin y dos en el departamento de
Pasco: en el Fundo Génova (San Ramon, Junin) a 1033 msnm, Comunidad de Santa Rosa de
Ipanaquiari (Rio Negro, Junin) a 696 msnm, Camino al mirador de Pozuzo (Pozuzo, Pasco) a
786 msnm y La Cumbre- Cacazu (Villa Rica, Pasco) a 1033 msnm. Mientras que Ortiz
(2017) hall6 en: Amazonas, Provincia Utcubamba, Distrito Cajaruro, cerca al centro poblado
Seda Flor, a 2387 msnm y en San Martin en: Provincia Rioja, Distrito Rioja, cerca al centro
poblado Tonchima a 826 msnm y Provincia Moyobamba, Distrito Moyobamba a 822 msnm.
Quispe (2019) mediante el uso de marcadores moleculares identifica zonas de Guadua

weberbaueri en selva central.

Figura 1: Distribucion de bambues en el mundo
FUENTE: Castafio (2017)

2.1.2 Clima

Segin Mc Michael et al. 2014 citado por Quispe (2019), la presencia de Guadua es mas
probable cuando los valores de estacionalidad de la temperatura varian de 24°C a 26°C, la
temperatura minima del mes mas frio entre 14 a 20 ° C. Catpo (2019) indica que la
temperatura promedio de los cuatro lugares de selva central donde identifico Guadua
weberbaueri fluctia de 19,3 a 23,9 °C.



La precipitacion es el factor climatico que més afecta el desarrollo y crecimiento de la
Guadua, es asi, como en sitios secos 0 muy humedos, se encontraron los guaduales con las
caracteristicas de desarrollo mas deficientes. Dependiendo de la latitud, el bambu crece bien
en zonas cuyas precipitaciones alcanzan rangos hasta los 4050 mm/afio. Se encuentran en
bosques desarrollandose en rangos comprendidos entre los 1270 mm/afio y los 5000
mm/afio; pero los desarrollos dptimos de los rodales se presentan cuando el rango de
precipitacion se ubica entre los 1500 mm/afio y los 2500 mm/afio (Fernandez, 2012). Capto
(2019) indica que la precipitacion de los cuatro lugares de selva central donde identificd

Guadua weberbaueri fluctlia de 1743 a 2281 mm/ afio.

2.1.3 Suelos

Los emplazamientos de bosques de Guadua se presentan en suelos con pH entre 5,5y 6,0,
presentandose el mayor desarrollo en suelos con pH promedio a 5,8; tendientes
moderadamente al acido. El grado de adaptabilidad a condiciones de pH inferiores a 5,5
afecta notablemente. Un pH salino no favorece el desarrollo de la planta. Los suelos que mas
favorecen el desarrollo de la guadua son los areno-limosos, francos, franco-arenosos; ademas
suelos fértiles, sueltos, aluviales, derivados de cenizas volcanicas, ricos en materia organica,
irrigados por fuentes naturales de agua y con buenos drenajes, himedos pero no inundables.
Suelos pesados, arcillosos, no favorecen el desarrollo de la planta. El régimen acuifero puede
ser importante para este tipo de plantas cuando se presentan los niveles freaticos profundos
en los suelos. Lo contrario trae problemas de oxigenacion y los suelos permanecen
inundados evitando el normal desarrollo de la planta (Fernandez, 2012). Capto (2019) indica
que G. weberbaueri es tolerante a suelos acidos y con bajo porcentaje de materia organica y
menciona las condiciones edaficas de los cuatro lugares de selva central donde identifico

Guadua weberbaueri (Tabla 1).

Tablal: Caracteristicas edaficas de lugares de selva central donde se encuentra

Guadua weberbaueri
Lugar pH C.E.(1:1) CaCO3 M.O. P K Cic Clase
dS/m % ppm ppm textural
Fundo Génova 552 0,21 0 2,17 45 101 11,2 Fr. A
CN Santa Rosa de 519 0,14 0 3,93 3,3 60 12,8 Fr.
Ipanaquiari
Camino mirador de Pozuzo 521 0,29 0 6,34 9,8 60 21,44 Fr.
La Cumbre- Cacazu 7,57 0,19 3,8 2,28 3,6 74 13,92 Fr.A

FUENTE: Catpo (2019)



2.2 Especie en estudio: Guadua weberbaueri Pilg.
2.2.1 Clasificacion taxonémica

La clasificacion taxondémica de Guadua weberbaueri segun Londofio & Peterson (1991) es
la siguiente: Reino: Plantae; Division: Spermatofitas; Subdivision: Angiospermas; Orden:
Glumiflorales; Clase: Monocotiledoneas; Familia: Poaceae o Gramineae; Subfamilia:
Bambusoideae; Supertribu: Bambuseae; Tribu: Bambuseae; Subtribu: Guaduinae; Género:
Guadua; Especie: Guadua weberbaueri Pilg.

2.2.2 Morfologia

Segln Castafio y Moreno (2004) describen la morfologia del género Guadua de la siguiente

manera.

a. Rizoma
Eje segmentado y subterrdneo que constituye la estructura de soporte de la planta y es

responsable de la absorcién de nutrientes.

Figura2: Rizoma juvenil de G. weberbaueri

b. Culmo
Eje aéreo segmentado que emerge del rizoma, funcion principal de soporte; se distinguen tres

partes comerciales: basal, medio y apical.
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Figura3: Culmo de G. weberbaueri

c. Hoja caulinar
Son hojas modificadas, tienen la funcion de proteger a las yemas que se originan en las

ramas y follaje.

Figura 4: Hoja caulinar de G. weberbaueri

d. Yemas, ramas y follaje
Se originan en las yemas nodales del culmo, pueden ser solitarias o multiples. Al final del

crecimiento longitudinal del tallo. Sus hojas son de forma lanceolada.



Figura5: Yemas, ramas Yy follaje de G. weberbaueri

e. Inflorescencia y floracion
Son poco vistosas, algunos con floracion gregaria (una sola vez y al mismo tiempo), otros

con floracion continua (floracion anual o estacional, sin muerte posterior).
|

Figura 6: Floracion de G. weberbaueri

2.2.3 Caracteristicas botanicas de la especie

Esta especie se caracteriza por ser un bambu espinoso. El culmo (cafia) de seccion circular y
superficie lisa. Es erecto en la base, apicalmente arqueado, de color verde blanquecino
cuando joven, diametro de 5 a 7 cm, altura 3-10 m, espesor de pared delgado (entre 1 a 5,2
mm). Rizoma paquimorfo de cuello corto con entrenudos mas anchos que largos. Sus
rizomas se asemejan a un cono truncando en posicion horizontal o inclinada. El patron que
presenta es del tipo radial, reflejandolo en la parte aérea como un conjunto de culmos
aglutinados (distanciados entre 20 a 50 cm). Asimismo se ha encontrado conexion entre los

grupos de rizomas (matas), a través de rizomas de cuello largo de mas de 1 metro de
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longitud, interpretandose como una estrategia de reproduccion y extension de dominio del
area por parte esta especie de bambu con respecto a otras plantas en selva central. Hoja
caulinar de forma triangular, textura blanda y color puarpura oscuro en su desarrollo inicial
para luego tornarse de color amarillo pajizo y textura coreacea. Ramificacion de 3 ramas por
nudo, inicialmente una rama central dominante y luego desarrolla 2 ramas secundarias
laterales; la rama central puede desarrollarse con didmetros gruesos como el culmo principal
y crecer paralela al eje central o puede ser ligeramente mas gruesa que las laterales y
desarrollar espinas y follaje; las ramas espinosas se observan generalmente en el tercio
medio, con un ndmero de 3 a 5 espinas por nudo. Follaje conformado por de 8 a 18 hojas por
complemento; lamina foliar eliptico-lanceolada o linearlanceolada (Londofio, 2010b y Catpo,
2019).

2.2.4 Otras caracteristicas relevantes de la especie

Guadua weberbaueri tiene un ciclo de vida monocarpico de 30 afios. Todos los individuos
florecen y producen una gran cantidad de semillas y después mueren. Cada estadio ocurre en
sincronia. Uno poblacion de Guadua sp. puede cubrir miles de kilometros cuadrados
(Griscom y Ashton, 2003).

2.2.5 Usos

Guadua weberbaueri es usada para la construccion de refugios temporales, almacenes,
cercas, corrales para animales menores, fabricacion de canastos, aljabas y otras artesanias por
comunidades nativas. Algunas etnias indigenas de Madre de Dios la usan para la confeccion
de instrumentos musicales y de caza, objetos ceremoniales y como utensilio culinario
(tamices, para almacenar y cocinar comida) y para la fabricacion de tintes. Asi también,
como combustible junto con la lefia para la coccion de alimentos por la etnia Ashaninka.
(Reétegui, 2009; Ortiz, 2017 y Catpo, 2019).

G. weberbaueri tiene un promisorio potencial uso como material de construccion no
convencional en ingenieria civil, debido a su muy alta resistencia a la traccion (Romand-
Monnier, 2013). En la zona nor oriental se mezcla con barro para hacer techos de las casas
segun lo indicado por Ortiz (2017). Judziewicz (1999) citado por Reategui (2009) sefiala que
la especie tiene potencial de uso como elemento de construccion en elementos como vigas
para techos pero cuyo uso es limitado por la presencia de espinas en la poblacion mestiza
segun Catpo (2019).
10



En cuanto a la transformacion quimica, existio un proyecto realizado por INRENA (Instituto
Nacional de Recursos Naturales, hoy SERFOR Servicio Forestal y de Fauna Silvestre) y la
OIMT (Organizacion Internacional de Maderas Tropicales) en el Peru en el afio 1995 en el
cual se menciona que existe un estudio donde se indica que la pulpa de Paca, Guadua
sarcocarpa, al sulfato es mas resistente que la pulpa de pino importado y que se puede
obtener alcohol para vehiculos motorizados, pero por los altos costos de transporte a la Costa
resulto no rentable (INRENA, 1995).

2.3 Métodos de propagacion para el género guadua

Los bambues al tener una gran diversidad morfolégica pueden propagarse por métodos
sexuales o asexuales (Londofio, 2002 citado por Pérez et al., 2009).

2.3.1 Propagacion sexual o gamica

La posibilidad de propagar bambdes por semilla no es un método préactico debido a los largos
ciclos de semillacion de los bambues (Uchimura, 1980 citado por Londofio y Clark, 2004) y
a la dificultad de obtener semillas en algunos de ellos; sin embargo, en Asia, especies como
Dendrocalamus strictus se han propagado a partir de semilla, facilitindose ademas la
distribucion a diferentes partes del mundo. En Asia el porcentaje de germinacion de las
semillas de varias especies fluctia entre 26-52%; en América, las semillas de algunas
especies como Guadua angustifolia presentan porcentajes altos de germinacion, 95-100%,
sin embargo, la probabilidad de que esta especie produzca semillas es escasa ya que un alto
porcentaje de los flosculos de la espiguilla son parasitados en estado inmaduro por larvas de
insectos principalmente de los 6rdenes Diptera e Himendptera (Londofio y Clark, 2004) la
germinacion se alcanza luego de 23 dias después de la siembra (Giraldo y Sabogal, 1999
citados por Garcia et al., 2011). Otras especies de bambl de los géneros Bambusa,
Gigantochloa y la especie Schizostachyum lumampao alcanzan entre el 50-80% de

germinacién al séptimo dia de ser sembradas (Ramirez et al., 2011).

2.3.2 Propagacion asexual o agamica

Los métodos de propagacion asexuales son los mas usados en la mayoria de especies de
bambu debido a que estas especies no florecen regularmente y a que los frutos son estériles

y/o inviables. Ramirez et al. (2011) reconoce los siguientes métodos de propagacion asexual:
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a. 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
transportacion. En B. tuldoides se ha alcanzado un 80.0% de éxito y ha sido ampliamente
distribuida en la India para la reforestacion. Colombia ha implementado este método para las

reforestaciones con G.angustifolia (Londofio, 2002).

b. Division 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 (Catasts 2003, citado por Ramirez et al., 2011).

c. Segmentos de culmos

Es efectivo para propagar bambues de gran tamarfio y pared gruesa tales como B. vulgaris, B.
blumeana, D. asper y D. latiflorus. Permite dar solucion 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
limitacion de material vegetal, los cuales pueden ser usados para otros propdsitos (Londofio,
2002).

d. Segmentos de ramas

Es dtil, practico y efectivo, ademés de ser facilmente manejable. En Asia este método es
ideal para establecer plantaciones a gran escala.

Comunmente se aplica en la siembra de Dendrocalamus asper. Arancibia (2017) ensay0 este

método para Guadua weberbaueri y Guadua lynnclarkiae encontrando bajos valores de

respuesta para las especies ensayadas.
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Otros métodos de propagacion asexual reconocidos son:

e. Esquejes

Se seleccionan las ramas o riendas de la parte central, inferior o basal del tallo, se cortan
segmentos de 5 a 15 cm de longitud que posean yemas activas, colocadndolos en bolsas
plasticas con sustrato o en bancos de propagacion a 45° de inclinacion. Se debe suministrar

riego constante para obtener un prendimiento adecuado (PERUBAMBU, s.f.).

f. Rizomas

El rizoma del bambu es una prolongacion del tallo que sirve de almacén de nutrientes, a los
que se les cortan fracciones de 40 — 50 cm, cuidando de no dafar las yemas, para ser
plantados individualmente (Catasus, 2003 citado por Larraga et al., 2011). Se le considera
elemento bésico para la propagacion del bambu, que asexualmente, se realiza por
ramificacion de los rizomas (Mercedes 2006 citado por Larraga et al. 2011). Sin embargo,
requiere mucha mano de obra lo que lo hace costoso y presenta baja tasa de multiplicacion
(Gielis et al., 2001 citado por Léarraga et al., 2011).

Se extraen los rizomas y se los entierran completamente en los lugares definidos. Este
método no es recomendable, por el dafio que se le causa a la mancha de la planta “madre” y

por el tiempo que requiere la extraccion del rizoma (PERUBAMBU, s.f.).

g. Chusquines o plantulas

La principal via de propagacion es por chusquines, estos se encuentran en la base de las
plantas, y se originan de yemas adventicias en los rizomas. Estas emergen una vez que el
culmo ha sido cortado o fraccionado. Este método de propagacién es muy recomendable por
alto prendimiento y desarrollo; cada brote llega a producir de dos a 12 plantulas a los cuatro
meses. Sin embargo, esta via presenta limitaciones como la poca disponibilidad de material

vegetal (Gallardo et al., 2008 citado por Larraga et al., 2011).

2.3.3 Métodos de propagacion biotecnoldgicos

Los métodos biotecnoldgicos constituyen una herramienta fundamental para la propagacion
masiva, ya que permiten obtener un mayor niumero de plantas en un corto periodo de tiempo
(Sanches, 2017).
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Varios autores manifiestan que este método de propagacion tiene ventajas y desventajas
frente a los métodos de propagacion convencional, asi tenemos que Barba et al. (2001)

menciona lo siguiente:

Ventajas:

v" Produccién de un gran nimero de plantas a partir de un in6culo.

v" Las plantas pueden almacenarse in vitro ocupando poco espacio.
v Permite la obtencién de clones de plantas donadoras de alta calidad.
v

En la mayoria de los casos la produccion comercial de las especies resulta redituable.

Desventajas:

- No todas las especies responden igual al cultivo in vitro.

- Cada especie requiere de métodos particulares de cultivo.

- Lafase de investigacion es costosa.
La micropropagacion es un procedimiento que consiste en el cultivo en condiciones
asépticas de organos, tejidos, células o protoplastos en un medio de cultivo artificial para
lograr el desarrollo y produccién de plantas completas in vitro. Es también una de las
aplicaciones del cultivo de tejidos donde ha habido méas avances y es aplicada
comercialmente a un mayor nimero de especies (Barba et al., 2001). La embriogénesis
somatica 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 et al., 2006; Ramanayake
et al., 2006 citados por Ramirez et al., 2011). 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 citados por Ramirez et al., 2011). 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 citado por Ramirez et al., 2011).

a. Fases de la micropropagacion
Las fases de la micropropagacion tomadas de Castillo (2004) citado por Casanova (2017)
son:
e Fase 0: preparacion de la planta madre
Para poder establecer el cultivo en condiciones de asepsia, se deben obtener explantes con un

nivel nutricional y un grado de desarrollo adecuado. Para obtener estos explantes es
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recomendable mantener a las plantas madre, es decir la planta donadora de yemas, durante
un periodo de tiempo que puede oscilar entre unas semanas 0 varios meses en un invernadero
bajo condiciones controladas. En ese ambiente se cultiva la planta en condiciones sanitarias
Optimas y con un control de la nutricion y riego adecuados para permitir un crecimiento

vigoroso Y libre de enfermedades.

e Fase 1: desinfeccion del material vegetal
Una vez elegida la planta madre, se extraeran los fragmentos a partir de los cuales se
obtendrén los explantes. Los explantes pueden ser yemas, trozos de hojas, porciones de
raices, semillas, etc. Antes de extraer los explantes se hard una desinfeccion de los
fragmentos de planta madre para eliminar los contaminantes externos. Los contaminantes
méas comunes son los hongos vy las bacterias que habitan en forma natural en el ambiente.
Una vez desinfectado el material vegetal, se debe mantener en condiciones de asepsia. A
efectos de obtener las condiciones de asepsia, se trabajara en cabinas de flujo laminar para
extraer los explantes a partir del material vegetal. Estos explantes se introducen en un tubo
de cultivo conteniendo medio de iniciacion para poder controlar la sanidad y la viabilidad,
luego de realizar la desinfeccion del material con hipoclorito de sodio (agua clorada
comercial), pura o diluido durante un periodo de 5 a 15 minutos, seguido por 3 a 4 enjuagues

en agua esterilizada.

e Fase 2: introduccion del material in vitro
Luego de la desinfeccion superficial, las semillas o las yemas dependiendo del material
seleccionado, se ponen en medio de cultivo estéril. En un periodo de una semana o quince
dias, comienza el proceso de germinacion o regeneracion de nuevos tejidos vegetales,

iniciando el ciclo de cultivo in vitro.

e Fase 3: multiplicacion de los brotes
Durante esta fase se espera que los explantes que sobrevivieron la FASE 1 y 2 originen
brotes (de procedencia axilar o adventicia) con varias hojas. En la base de cada hoja hay una
yema que se desarrollara luego de ser puesta en contacto con el medio de cultivo.
Periodicamente estos nuevos brotes se deben subcultivar en un nuevo medio mediante
divisiones y resiembras en tubos de cultivo u otros recipientes adecuados. Estas operaciones
se realizan en la camara de flujo laminar 0 en un lugar aislado que nos permita mantener las

condiciones de asepsia. De esta forma aumenta el nimero de plantas en cada repique o

15



divisién de las plantas. EI nimero de plantas que se obtiene dependera de la especie vegetal
y de las condiciones del medio de cultivo. EI nimero de plantas que se obtiene por la via de
la micropropagacion permite alcanzar incrementos exponenciales, considerando que todos

los factores que afectan el crecimiento hayan sido optimizados.

e Fase 4: eleccion de un medio de enraizamiento de los explantes
Para enraizar los explantes se utilizan principalmente plantines individuales de un tamafio
aproximado de 2 centimetros. Los brotes obtenidos durante la fase de multiplicacion se
transfieren a un medio libre de reguladores de crecimiento o que solo contenga hormonas del
tipo auxinas. Algunas especies de plantas no necesitan pasar por esta etapa y emiten sus
raices en el mismo medio de cultivo donde desarrollan yemas nuevas, por lo tanto el proceso

de multiplicacién y enraizamiento transcurren en forma simultanea.

e Fase 5: aclimatacion de los explantes enraizados
Los explantes recién enraizados son muy sensibles a los cambios ambientales, de manera que
el éxito o el fracaso de todo el proceso dependen de la aclimatacion. En esta etapa las plantas
sufriran cambios de diferente tipo que permitiran la adaptacion de las mismas a vivir en
condiciones naturales. En el momento en que se extraen los explantes o plantines enraizados
de los frascos, estan poco adaptados a crecer en un invernaculo, ya que estos explantes han
enraizado y crecido en ambientes con una humedad relativa muy elevada y generalmente
tienen estomas (estructuras responsables de regular la transpiracion y pérdida de agua en la
planta) que no son completamente funcionales frente a descensos de la humedad relativa, y
por lo tanto demasiado lentos para evitar la desecacion del explante. Por otra parte, crecer en
ambientes tan himedos también suele implicar la falta de una cuticula con cera bien
desarrollada, que representa la barrera fisica para evitar la pérdida de agua a lo largo de toda

la superficie de la planta.

b. Avances biotecnoldgicos con especies de bambu

En la actualidad el cultivo in vitro se utiliza cada vez mas para la propagacion de especies
amenazadas, con el fin de aumentar rapidamente el niamero de individuos, superar problemas
de fertilidad y de biologia reproductiva, asi como proporcionar material para su
reintroduccion en la naturaleza y contribuir a la conservacién de la diversidad a mediano y
largo plazo (Pedroza, 2008). Algunas de las especies que se micropropagaron a partir de

tejidos jovenes han sido: Bambusa arundinacea, Bambusa nutans, Bambusa vulgaris,
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Bambusa tulda, Dendrocalamus sp, Dendrocalamus asper, Dendrocalamus giganteus,
Dendrocalamus stricutus, Gigantochloa levis. Las especies en las que se usaron tejidos
maduros han sido: Bambusa arundinacea, Bambusa balcooa, Bambusa edulis, Bambusa
nutans, Bambusa vulgaris, Dendrocalamus asper, Dendrocalamus giganteus,

Dendrocalamus hamiltonii, Guadua angustifolia. (Londofio, 2010a)

El estudio y la optimizacion de la organogénesis en la mayoria de especies bambues se ha
centrado en evaluar el efecto de los reguladores de crecimiento en el medio de cultivo
(Ramanayake et al., 2008 citado por Garcia et al., 2011). Sin embargo, aun hace falta
estudios que profundicen los factores que limitan la propagacion masiva de bambues bajo los
métodos de cultivos de tejidos. Entre estos factores se encuentra: la contaminacion
microbiana en la fase de establecimiento (Acosta-Suarez et al., 2008 citado por Garcia et al.,
2011), las bajas tasas de multiplicacion y enraizamiento, las manifestaciones de
contaminacion tardias en la multiplicacion y los bajos porcentajes de superviviencia ex vitro
(Acosta-Suarez et al., 2008 citado por Garcia et al., 2011)

La contaminacién microbiana de los explantes en la fase de establecimiento se relaciona 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 ciados por Garcia et al., 2011). La baja tasa de
multiplicacién a causa del manejo del explante, los reguladores de crecimiento y el estado
fisico del medio de cultivo. Las manifestaciones de contaminacion tardias en la
multiplicacion debido a la asociacion de microorganismos de forma epifita o enddfita con
especies de bambues (Jimenez y Guevara, 2007; Banerjee et al., 2011 citados por Sanches,
2017). La baja tasa de enraizamiento la cual puede estar relacionada con la altura del

explante, los reguladores de crecimiento y el estado fisico del medio de cultivo.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Hipotesis de la investigacion

En esta investigacion se plantearon las siguientes hipdtesis:
Hipotesis nula 1:

Los diferentes sitios de colecta del germoplasma de Guadua weberbaueri al ser introducidas
in vitro muestran variabilidad en las caracteristicas del establecimiento aséptico de los

explantes.
Hipotesis alterna 1:

Los diferentes sitios de colecta del germoplasma de Guadua weberbaueri al ser introducidas

in vitro no ocasionan variabilidad en el establecimiento aséptico del cultivo.
Hipotesis nula 2:

El tratamiento de desinfeccion, medio de cultivo y el fotoperiodo durante la incubacion
ocasionan variabilidad en el establecimiento aseptico del cultivo

Hipotesis alterna 2:

El tratamiento de desinfeccion, medio de cultivo y el fotoperiodo durante la incubacién no

ocasionan variabilidad en el establecimiento aseptico del cultivo
Hipdtesis nula 3:

Existe una época de introduccion favorable para el establecimiento exitoso del cultivo

aséptico de Guadua weberbaueri.
Hipotesis alterna 3:

No existe una época de introduccion favorable para el establecimiento exitoso del cultivo

aséptico de Guadua weberbaueri.



Hipotesis nula 4:
Existe un tratamiento que estimula una alta multiplicacion de brotes
Hipotesis alterna 4:

No existe un tratamiento que estimule una alta tasa de multiplicacion de brotes

3.2 Esquema de la investigacion

Seleccién de 3 L Colectade Preparaciénde Selecciény colecta Establecimiento
sitios de colecta germoplasma plantasmadres de explantes Preparaciénde
de germoplasma ; 2 i
g P . . Propagacién de Desinfeccion medios de
en Selva Central Acondicionamiento Predesinfeccion cultivo
traslado plantas madres
¥ Desinfeccién
Mantenimiento
de plantas madres Introduccion
Incubacién
Fotoperiodo
Preparaciénde
medios de
cultivo
Introducciones mensuales
durante un afio (época)
Multiplicacién
CAMPO INVERNADERO LABORATORIO

3.3 Seleccion de los 3 sitios de colecta de germoplasma de G. Weberbaueri

Guadua weberbaueri y Guadua sarcocarpa son especies nativas de largos ciclos
reproductivos y con caracteristicas vegetativas similares. Ambas especies coexisten en la
region sur-oriental (Junin, Ucayali, Cusco y Madre de Dios) y region nor-oriental (San
Martin y Amazonas) y son conocidas como “pacales”. Lo anterior hace que la distincion
entre las dos sea una tarea dificil, por lo que la seleccién de los sitios de colecta de G.
weberbaueri se realiz6 tomando como base los lugares sefialados por Quispe (2019) quien
realizo la identificacion a nivel molecular. Estos lugares fueron 5 en Junin (4 en Satipo y 1

en Chanchamayo) y 2 en Pasco en Oxapampa.
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3.4 Colecta de germoplasma de G. Weberbaueri

3.4.1 Insumos y herramientas

- Calza (herramienta de corte que consta de un mango de 1 m de largo y un elemento

cortante de 0.1 m de ancho)

- Palarecta

- Machete

- Bolsas plasticas negras
- Periddico

- Agua

- Cinta adhesiva

- Tijerade podar

- Costales
3.4.2 Procedimiento

Para realizar la colecta lo ideal es que el material sea juvenil (Figura 7) por presentar mayor
namero de yemas en el rizoma y culmo, alta capacidad de rebrote, reducida pérdida hidrica,

facilidad de extraccién y transporte.

En el lugar de colecta se ubicd los puntos donde se encontr6 el material vegetal juvenil. La
calza junto con la pala recta permitieron seccionar el rizoma. Primero con la pala recta se
borde6 al material vegetal para posteriormente con la calza cortar las uniones del rizoma y
con la pala recta palanquear y extraer la champa (masa compacta de tierra con rizoma).
Finalmente, con un machete bien afilado se corta las 4 esquinas de la champa con la
finalidad de obtener un corte limpio y se procedié a ubicar el material bajo sombra para
reducir el estrés hidrico.

La champa se colocé en bolsas negras con papel periédico humedecido para que la muestra
no sufriera de estres hidrico en el transporte, una vez colocada la champa se sello la bolsa
con cinta adhesiva. La parte aérea fue podada para evitar la pérdida de agua. Para facilitar el

transporte las muestras procesadas fueron colocadas en costales.
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Los sacos embalados se transportaron hasta el invernadero ubicado en la UNALM, La
Molina, Lima donde se recepciond y proceso el material.

Figura 7: Modelo de muestra para colecta de G. weberbaueri

3.5 Preparacion de las plantas madre de G. Weberbaueri

3.5.1 Insumos y herramientas

- Tierra de chacra

- Arenade rio

- Compost

- Pala cuchara

- Carretilla

- Bolsas de polipropileno negras
- Razormin

- Baldes

- Probeta

- Solucién hidroponica A+B
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- Tijerade podar
- Agua

- Pulverizador

- Benlate

- Phyton

3.5.2 Procedimiento
a. Propagacion del germoplasma de G. Weberbaueri

Las plantas de Guadua weberbaueri provenientes de las 3 colectas fueron transportadas en
sacos manteniendo el pan de tierra envuelto en bolsas negras al invernadero de policarbonato
del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad Nacional Agraria La Molina
(UNALM).

Inmediatamente los rizomas fueron trasplantados a un sustrato desinfectado con proporcién
2:1:1 (tierra de chacra, arena de rio y compost) en bolsas de polipropileno negras y se aplico

en el riego el enraizante Razormin (40 ml/20 1).

b. Mantenimiento de plantas G. Weberbaueri en invernadero

El mantenimiento consistié en riego con agua deionizada 3 veces por semana 1 I/ planta
durante los meses de menor porcentaje de humedad y de 2 a 1 vez por semana 500 ml/planta

durante los meses de mayor humedad.

Asimismo, cuando las plantas adultas presentaron hojas de tamafio medio se aplico, cada 15
dias, la solucion hidroponica en el riego (solucién A 2 ml/l y solucion B 5 ml/l). (Figura 12 y
Anexo 1)

Igualmente una vez que las plantas se mostraron grandes se inicié la fumigacion preventiva
en el invernadero con un pulverizador de 2 L, 2 veces por semana con una solucién de 2 g/l

de Benlate y 2 ml/I de Phyton.

Una muestra de las plantas madres fue enviadas a la Clinica de Diagnosis de Fitopatologia y

Nematologia Vegetal para identificar los patdgenos presentes.
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3.6 Seleccion y colecta de explantes
3.6.1 Insumos y herramientas
- Alcohol 96°

- Tijera de podar
- Lejia

3.6.2 Procedimiento

Es importante observar en el invernadero el desarrollo de los segmentos nodales de los
culmos, ramas primarias y secundarias. En el invernadero se observa que en las ramas
primarias se desarrollan de 3 a 4 segmentos nodales los cuales se observan en la Figura 8. En
base a lo indicado por Corrales (2017) y Casanova (2017) se determina que las plantas
donantes presentan las caracteristicas para la extraccion de explantes cuando estas son
vigorosas, con hojas verdes, presentan ramas primarias y secundarias con segmentos nodales

sanos Y la planta tiene una altura total mayor a 60 cm.

En G. angustifolia Corrales (2017) hace una distincién por la ubicacion de las yemas de
ramas primarias, las cuales denomina: basal, medio y apical. Adicionalmente, el autor
incluye el color de la hoja caulinar y el grado de lignificacion de la yema en las categorias de
basal y medio. Finalmente el autor recomienda la extraccion de yemas ubicadas en la seccion
media y basal, en este Ultimo caso cuando la hoja caulinar es de color verde oscuro 0 marron
rojizo y no se ha desprendido de la rama, al presentar menor contaminacion y mayor

respuesta.

La extraccion de los segmentos nodales se realizd usando una tijera de podar previamente
lavada con detergente, remojada en lejia por 5 minutos y esterilizada con alcohol de 96°
previo al corte de cada planta. Se colectaron ramas de las plantas que presentaban las
mejores caracteristicas fenotipicas (hojas mas verdes y sanas, altura minima de 60 cm y
vigorosas) como lo proponen Marulanda et al. (2005) y Corrales (2017). Las ramas fueron
llevadas al laboratorio en donde se cortaron segmentos de 5 cm., lo anterior para evitar la

contaminacion de la estaca. (Figura 9)
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Figura 8: Tipos de segmentos nodales de G. weberbaueri
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3.7 ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO in vitro

El establecimiento del cultivo in vitro se llevd a cabo en los ambientes del Laboratorio de
Cultivo de Tejidos del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad Nacional Agraria
La Molina (UNALM) con las procedencias “Satipo 17 y “Chanchamayo” que se
desarrollaron a nivel invernadero. “Satipo 2 no fue introducida debido a que no sobrevivi

la fase de invernadero.

Las limitantes para el establecimiento del cultivo in vitro son: la contaminacion de los
explantes, el fotoperiodo durante la incubacion, el medio de cultivo, la época de introduccién

y la procedencia del germoplasma.

Durante la mejor época de introduccion se ensayo la diferencia en el establecimiento de las
procedencias introducidas, mediante la introduccion de 15 explantes por procedencia en los

mejores tratamientos de predesinfeccion, desinfeccidn, medio de cultivo y fotoperiodo.

Una muestra de los explantes contaminados de ambas procedencias fue enviada a la Clinica
de Diagnosis de Fitopatologia y Nematologia Vegetal para identificar los patégenos

presentes.
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3.7.1 Desinfeccidn de explantes

a. Insumos y herramientas
- Detergente Comercial (20 g/ 500 ml)

- Benlate (2 g/ 100 ml)

- Phyton (4 ml/ 100 ml)

- Tween 20 (4 gotas/ 100 ml)

- Agua destilada estéril

- Cepillo de dientes

- Placas Petri

- Frascos estériles

- Pinzas

- Balanza analitica

- Alcohol 70°

- Hipoclorito de Sodio (NaOCI)
- Agua destilada estéril

- Tween 20

- L-Cysteina

- Cefalogen (Ceftriaxona disddica hemiheptahidratada)
- Probetas (100 mly 1 1)

- Botellas biotecnoldgicas

- Autoclave

- Estufa
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- Tubos
- Pinza
- Pinza
- Bistur
- Platos

- Papel

recta
curva
i

de acero (2)

- Mechero

b. Proc
Para la

edimiento
pre desinfeccion se probd 2 tratamientos: (a) dentro de la camara de siembra PD1 (b)

fuera la camara de siembra PD2 (Figura 10) usando 15 explantes por tratamiento. Este

ensayo se repitio 3 veces cada 15 dias.

b.1 Pre

desinfeccion dentro de la camara de siembra (PD1)
Paso 1: se lavo los explantes con detergente comercial a una concentracion de

10g/500ml de agua destilada estéril con un cepillo de dientes esterilizado durante 10

Paso 2: se sumergio los explantes en una solucion de Benlate a una concentracion de
29/100 ml de agua destilada estéril con Tween 20 (4 gotas/100ml) con agitacion

constante por una hora

Paso 3: se sumergio los segmentos nodales en una solucion de Phyton a una
concentracion de 4 ml/100 ml de agua destilada estéril con Tween 20 (4 gotas/100ml)

durante una hora con agitacién constante

Paso 4: se remojé en L-Cysteina 5 mg/ 100 ml de agua destilada estéril y Tween 20

(4 gotas/100ml) con agitacién constante durante 15

Paso 5: se enjuago con abundante agua antes de ser llevados a la camara de siembra

en un frasco esterilizado.
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b.2 Pre desinfeccion fuera de la cAmara de siembra (PD2)
El procedimiento es el mismo que el PD1 pero se ejecutd fuera de la camara de siembra y
una variacion en el paso 1 al realizar el lavado de los explantes con detergente comercial en

agua corriente y con un cepillo de dientes nuevo pero sin esterilizar.

A.Paso 1 A’. Paso 1 (PD2) B. Paso 2 C. Paso 3 D. Paso 4
Figura 10: Pre desinfeccidon de micro estacas de G. weberbaueri

En la cdmara de siembra una vez obtenidos los explantes y luego de la pre desinfeccion se
definieron 4 tratamientos de desinfeccion considerando 10 explantes por tratamiento y

repitiendo el ensayo 3 veces cada 15 dias.

b.3 Tratamiento 1 (D1)
En funcion a lo propuesto por Casanova (2017) para G. weberbaueri quien logré un 33% de

contaminacion.
- Se sumergieron los explantes en alcohol de 70° por 1 segundo

- Se colocaron en un frasco estéril con 100 ml de hipoclorito de Sodio al 2,5% por 10

minutos con Tween 20 (4 gotas/100ml) en agitacion constante
- Seenjuagaron los explantes tres veces con agua destilada estéril

- Se colocaron en un frasco estéril con 100 ml de hipoclorito de sodio al 1,5% con
Tween 20 (4 gotas/100ml) por 3 minutos en agitacion constante.

- Seenjuagaron los explantes tres veces con agua destilada esteéril.

b.4 Tratamiento 2 (D2)
En funcién a lo propuesto por Borgues et al. (2004) para G. angustifolia obteniendo un 20%

de contaminacion usando el método de doble desinfeccidn con hipoclorito de sodio.

- Se sumergieron en una solucién de hipoclorito de sodio al 2 % durante 5 minutos

con Tween 20 (4 gotas/100ml)
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Se realizaron tres enjuagues en agua destilada estéril.

Se colocaron en frascos con agua destilada estéril por un periodo de 24 horas en la

parte baja de una refrigeradora.

Se sumergieron nuevamente en una solucion de hipoclorito de sodio al 2 % durante

5 minutos con Tween 20 (4 gotas/100ml)

Se realizaron tres enjuagues en agua destilada estéril

b.5 Tratamiento 3 (D3)
En funcién a lo propuesto por Sanches (2017) para introducir plantas de Guadua chacoensis

en sustratos con 2ml de PPM (Plant Preserve Mixture) logré un 30% de contaminacion y sin

PPM un 60% de contaminacion.

Se Agitdé por 20 minutos en solucion de Cefalogen (2 g/l) y con Tween 20 (4
gotas/100 ml)

Previamente se esteriliz6 en autoclave el agua destilada (11). En la camara de siembra
se diluyé 60 mg del antibidtico Cefalogen en 2 ml de agua destilada. Posteriormente,
se coloco un filtro, previamente esterilizado en autoclave, en la botella de un litro
esteriliza y la jeringa con el antibidtico diluido lo cual demor6 aproximadamente una

hora.
Posteriormente los explantes fueron inmersos en alcohol 70° por 60 segundos

Inmersos en hipoclorito de sodio al 3% y Tween 20 (4 gotas/100 ml) durante 20

minutos en agitacion constante

Se lavé 3 veces con agua destilada estéril

b.6 Tratamiento 4 (D4)
Este tratamiento tomé como referencia a Neves (2017) que en las pruebas de establecimiento

de Dencrocalamus asper incluyd concentraciones de antibidticos como la Amoxicilina,

Canamicina y Cefotaxima Sodica. Por lo que se plante6 una variacion del tratamiento 1

adicionando como ultimo la sumersion del explante en un antibidtico de amplio espectro

Cefalogen por un segundo.
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Para la preparacion del antibidtico previamente se esteriliz en la autoclave 1L de agua
destilada. En la camara de siembra se diluyé 60 mg del antibiético Cefalogen en 2 ml de
agua destilada. Posteriormente, se coloco un filtro, previamente esterilizado en autoclave, en

la botella de un litro esterilizada y la jeringa con el antibiotico diluido (Figura 11).

Figura 11: Preparacion del antibiético

3.7.2 Preparacion de medios de cultivo

a. Insumos, materiales y equipos
- Jeringas estériles de 5 ml

- Microondas

- Placas Petri

- Frascos estériles

- Balanza analitica

- pHmetro

- Alcohol 70°

- Probetas (100 mly 1 1)
- Frascos estériles

- Autoclave

- Estufa
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- Tubos

- Papel aluminio
- Papel film

- Macronutrientes
- Micronutrientes
- Vitaminas

- Glucosa

- Sacarosa

- PPM

b. Procedimiento

El medio de cultivo seleccionado fue el medio basal establecido por Murashige & Skoog
(1962) (MS) recomendado por Casanova (2017). Fue preparado en la sala de medios
utilizando: macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, azicar comercial y agar diluidos en
agua destilada segun la Tabla 2. Una vez calibrado el pH del MS, usando hidréxido de
potasio (KOH) vy acido clorhidrico (HCL), hasta lograr un pH de 5,7 se agrega el agar y se
calienta en microondas por 10 minutos. Es importante asegurar que el agar se diluya, por lo

gue se remueve con una bureta y si es preciso se vuelve a calentar por 5 minutos adicionales.

El MS se vierte en tubos de ensayo gruesos y/o frascos y se tapa con papel aluminio con
ayuda de una jeringa. Posteriormente, los tubos se autoclavan para su esterilizacion (125°C y
1,1 Kg/cm2 por un tiempo de 25 minutos). Finalmente, se sellaron con papel film y se esperd
como minimo 7 dias para poder utilizar los medios de cultivo, con la finalidad de observar la
presencia de algun agente patdgeno que se haya podido desarrollar en el medio de cultivo.
(Figura 12)

El PPM (Anexo 2) es un compuesto biocida de amplio espectro utilizado para el cultivo de
tejidos vegetales que puede ser usado tanto en la desinfeccion como adicionandolo al medio
de cultivo (Plant Cell Technology, EUA). Varios autores recomiendan su uso en diferentes

especies de bambues, por lo que se probd incorporar este compuesto al medio de cultivo
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previo a la calibracion del pH con este compuesto usando 2 ml/l segun lo propuesto por
Jiménez et al. (2004), Sanches (2017) y Casanova (2017) para especies del género Guadua.

Se sembrd 10 explantes en MS y MS+PPM respectivamente y se repitio 3 veces cada quince

dias.
Tabla2: Composicion del medio de cultivo Murashige and Skoog (1962) (MS)
Compuesto Concentracion
(mg/I)

Macronutrientes
NH4NO3 1650,0
MgS04.7H20 370
KNO3 1900
CaCl2.2H20 440
KH2PO4 170
Na2-EDTA 37,3
Micronutrientes
FeSO4.7H20 27,8
Na2Mo04.2H20 0,25
CuS04.5H20 0,025
CoCl2.6H20 0,025
Kl 0,83
H3BO3 6,2
ZnS04.7H20 8,6
Vitaminas
Glicina 2
Acido Nicotinico 0,5
Piridoxina 0,5
Tiamina 0,1
myo-Inositol 100
Glucosa 30¢g/l
Agar 8g/l
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A. Autoclave B. Insumos C. pHmetro D. Balanza analitica E. Tubos con MS y F. Frascos con MS

Figura 12:

3.7.3 Introduccidn de explantes

a. Insumos, materiales y equipos

Céamara de flujo laminar
Alcohol 70°

Mechero

Frascos pyrex

Platos de aluminio
Hojas bond

Pinza curva

Pinza recta

Bisturi

Laminas para bisturi

Etiquetas

Preparacion de medio de cultivo
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- Papel film

- Tubos de ensayo o frascos con MS
- Encendedor

- Papel toalla

- Pulverizador

Céamara fitoclimética

b. Procedimiento
Luego de los tratamientos de predesinfeccion y desinfeccion los explantes fueron sembrados
(Figura 13) en la camara de siembra en tubos con medio de cultivo esterilizados segun el

siguiente procedimiento:

Se desinfecto la cdmara de siembre con alcohol.

- Se colocd el mechero junto con el frasco de alcohol.

- Sobre un plato de aluminio se colocé el papel bond esterilizado y en otro el bisturi y

las pinzas recta y curva.

- Empleando pinza curva y bisturi se corté cada lado del explantes hasta que mida
aproximadamente 1 cm con la finalidad de retirar los extremos que podrian haber
sido dafiados en el proceso de desinfeccion.

- Empleando la pinza recta se sembraron los explantes en los tubos con MS

esterilizados
- Se codificaron los tubos de ensayo de acuerdo a tratamiento
- Se sellaron los tubos de ensayo con papel film

Se mantuvo la asepsia durante todo el proceso al emplearse todos los materiales
esterilizados a estufa o autoclave y realizando el flameo de los utensilios previo al uso en

explante
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A. Materiales B. Corte de extremos de explantes C. Explante dimensionado D. Explante sembrado

Figura 13: Siembra de explantes de G. weberbaueri

Los explantes sembrados se mantuvieron en una camara fitoclimatica donde permanecen en
un periodo de crecimiento a una temperatura de 28°C con iluminacién artificial 2.000 lux y
un fotoperiodo de 12 horas luz como es lo recomendado por Marulanda et al. (2005) para G.

angustifolia (Figura 14).

A fin de reducir la oxidacion de explantes y promover su brotacion, se probo el efecto de la
oscuridad manteniendo 10 explantes en oscuridad hasta que mostraran sefiales de brotacién y
en otro caso se mantuvieron los explantes expuestos al fotoperiodo recomendado. Este

ensayo fue repetido tres veces cada 15 dias.

T
7

Figura 14: Explantes en periodo de crecimiento en la Camara fitoclimatica
3.7.4 Epoca de introduccion

Se selecciona los mejores tratamientos de predesinfeccidn, desinfeccidn, medio de cultivo y
fotoperiodo y se realiza una vez al mes introducciones de 15 explantes del sitio de colecta

“Satipo (1) que presentd mejor desarrollo a nivel de invernadero.
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3.8 Multiplicacion de brotes

La multiplicacion se llevo a cabo en los ambientes del Laboratorio de Cultivo de Tejidos del
Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM)

con la procedencias “Satipo 1 cuyo cultivo logro establecerse.

En base en investigaciones previas realizadas en bamb( se seleccionaron 3 medios de
multiplicacién con 8 repeticiones (1 plantula es una repeticion) por tratamiento (Tabla 3) y se

realizaron subcultivos cada 2 semanas. Esta prueba se realiz6 con explantes establecidos de

la “Satipo 1”.

Tabla3: Medios de multiplicacion para G. weberbaueri

Tratamiento Composicién

M1 MS+PPM+ 3 mg BAP
M2 MS+PPM+ 5 mg BAP
M3 MS CON VITAMINAS MOREL (1974)+ PPM+ 15 puM BAP< > 3,38 mg
BAP
M4 (testigo) MS+PPM
Nota: 6- Benzilaminopurine (BAP)
PPM (2mi/1)

Se seleccionaron las plantulas vigorosas con 2 hojas a partir de 5 cm (Figura 22).

Figura 15: Plantula vigorosa de G. weberbaueri vigorosa para introduccion
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Se evalu6 la produccion de brotes y el desarrollo de los brotes (longitud). Luego de un mes y
medio a 2 meses los brotes resultantes y vigorosos se trasladaron nuevamente a MS+PPM

para continuar su crecimiento.

3.9 Parametros evaluados

3.9.1 Evaluacion del desarrollo de las procedencias en condiciones de invernadero

Semanalmente se evaluaron las plantas en el invernadero para registrar el nimero de plantas
con yemas aptas para la extraccion de yemas, con incidencia de ataques fitosanitarios y
muertas (Anexo 1, 2y 3).

Las variables de sobrevivencia y produccion de yemas aptas son indicadoras de los sitios que
presentaron mejor desarrollo a nivel de invernadero. Para su calculo se realizaron

evaluaciones semanales (Anexos 3,4 y 5).

a. Sobrevivencia
Se evaluo el estado de la planta madre en funcidn a las siguientes categorias:

Verde (V): planta turgente con el culmo y follaje verde vivo que aln no presenta yemas.

Vigorosa con yemas aptas (Y): planta en buen estado y con yemas aptas para la introduccion

in vitro.
Seco (S): planta seca con culmos y follaje en color verde oscuro.
Muerta (M): planta completamente seca con culmos y follaje en color pajizo.

No Vigorosas sin yemas aptas (NY): planta con la presencia de algunos sintomas o signos de
plagas y/o enfermedades que afecten la produccion de yemas aptas para la introduccion in

vitro.

La sobrevivencia es el porcentaje de plantas que presentaba yemas vivas (Y) respecto del
total.

b. Incidencia
Referida al porcentaje de la poblacion con sintomas o signos de plagas y/o enfermedades que

afecten la produccion de yemas aptas para la introduccién in vitro (NY).

37



3.9.2 Establecimiento del cultivo in vitro

a. Pre desinfeccion
A los explantes introducidos dentro y fuera de cdmara de siembre se evaluaron 2 veces por

semana durante 31 dias (Anexo 6) en junio 2018 para contabilizar lo siguiente:

Porcentaje con respuesta y sano

Porcentaje sin respuesta y sano

Porcentaje con respuesta y contaminado

Porcentaje sin respuesta y contaminado

b. Desinfeccion
A los explantes introducidos en los cuatro tratamientos definidos para la desinfeccion se
evaluaron 2 veces por semana durante 31 dias (Anexo 7) en junio 2018 para contabilizar lo

siguiente:

Porcentaje con respuesta y sano

Porcentaje sin respuesta y sano

Porcentaje con respuesta y contaminado

Porcentaje sin respuesta y contaminado

c. Medio de cultivo
A los explantes sembrados en MS y MS+PPM se evaluaron 2 veces por semana durante 31

dias (Anexo 8) en junio 2018 para contabilizar lo siguiente:

Porcentaje con respuesta y sano

Porcentaje sin respuesta y sano

Porcentaje con respuesta y contaminado

Porcentaje sin respuesta y contaminado
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d. Fotoperiodo
A los explantes sembrados con oscuridad durante 10 dias y los sembrados en el fotoperiodo
recomendado se evaluaron 2 veces por semana durante 31 dias (Anexo 9) en junio 2018 para

contabilizar lo siguiente:

Porcentaje con respuesta y sano

Porcentaje sin respuesta y sano

Porcentaje con respuesta y contaminado

Porcentaje sin respuesta y contaminado

e. Epoca de introduccion
A los explantes sembrados cada mes (de junio 2018 a mayo 2019) se evaluaron 2 veces por

semana durante 31 dias (Anexo 10) para contabilizar lo siguiente:

Porcentaje con respuesta y sano

Porcentaje sin respuesta y sano

Porcentaje con respuesta y contaminado

Porcentaje sin respuesta y contaminado

f. Establecimiento de las procedencias
A los explantes sembrados por procedencia se evaluaron 2 veces por semana durante 31 dias

(Anexo 11) para contabilizar lo siguiente:

Porcentaje con respuesta y sano

Porcentaje sin respuesta y sano

Porcentaje con respuesta y contaminado

Porcentaje sin respuesta y contaminado
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Figura 16: Evaluacion de establecimiento de G. weberbaueri

3.9.3 Multiplicacién

Durante la multiplicacion se evalud 2 veces por semana durante 31 dias el nimero de brotes

por vitroplanta (Figura 17 y Anexo 12) y a las 8 semanas de iniciada la prueba se evalu6 la
longitud de cada brote (Anexo 13).

Figura17:  Evaluacion multiplicacion de G. weberbaueri
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3.10 Analisis Estadistico

En la presente investigacion se realizaron los siguientes andlisis estadisticos haciendo uso de
R Core Team (2018) y el complemento Mendiburu (2019):

3.10.1 Pre desinfeccion

a. Hipotesis

Hy: ppp, = Mpp,

Hy:ppp # Hpp,

b. t-Student

Para afirmar con un alto nivel de significancia se comparo las medias de los tratamientos de
pre desinfeccion empleando la prueba de t-Student.

3.10.2 Desinfeccidén

a. Hipotesis

HD:.{:D._ = Mp, = Hp, = Hp,
Hy:Al menosun up es #

b. ANOVA

Se realizd un disefio completamente al azar con los 4 tratamientos y se aplicé un ANOVA.
c. Test de Tukey

Para determinar cual fue el mejor tratamiento se realiz6 la prueba de Tukey.

3.10.3 Efecto de ppm

a. Hipotesis

Hy: Ppgs = Hpgssppum
Hy:pye #F Uygseppy

b. t-Student

Para comparar las medias del medio de cultivo enriquecido o sin enriquecer con PPM se
empleo la prueba de t-Student.

3.10.4 Fotoperiodo

a. Hipotesis

HI}: Fﬂscuridnd = F.‘.‘z’u oscuridad
Hl:ﬂﬂscur:’dnd # F.‘.‘z’u oscuridad
b. t-Student

Para comparar las medias entre la brotacion con o sin oscuridad se emple6 la prueba de t-
Student.
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3.10.5 Establecimiento de las procedencias

a. hipotesis

Hy: Heatipo1 Mchanchamaye

Hi:fsaripe 7 Hchanchamays

b. t-Student

Para comparar las medias entre los sitios de colecta de Satipo y Chanchamayo se empled la
prueba de t-Student.

3.10.6 Multiplicacion

a. hipotesis

Hy: MEM__ = MeM: = M’EM3 = MEM4
H,:Al menos un MEM.- es #*

b. Test de Kruskal- Wallis

Se aplicd una prueba no paramétrica para comparar las medianas de los 4 tratamientos de
multiplicacion.

c. Test de Tukey
Para determinar cual fue el mejor tratamiento se realizo la prueba de Tukey.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Seleccidn de sitios de los 3 sitios de colecta de germoplasma de Guadua
weberbaueri

En funcién a lo encontrado por Quispe (2019), se distinguieron 2 rangos altitudinales y 2
condiciones hidricas. Los rangos altitudinales fueron de 900- 1200 msnm (1) y de 600- 900
msnm (2) y las condiciones hidricas fueron: asociado a un cuerpo de agua (A) y no asociado
a un cuerpo de agua (B). Asimismo, en la visita de campo se evaluo el estado del material
vegetal. Se seleccionaron las procedencias dando prioridad al estado fitosanitario de las
plantas (sanas) y que tengan presencia de juveniles. Con la finalidad de tener material vegetal
de un rango altitudinal mas alto se selecciond la poblacion Génova, a pesar de presentar
ataque de insectos y la edad adulta de las cafias. No se selecciond a la poblacién de Cacazu a
pesar de estar en el mismo rango altitudinal y presentar juveniles por mostrar sintomas del
ataque de algun agente patdgeno. En la salida de campo se observo que la altitud y el aspecto
hidrico influencian en el vigor y estado fitosanitario de G. weberbaueri. La seleccion de las

procedencias se muestra en la Tabla 4.

Tabla4: Seleccion de procedencias de G. weberbaueri

Coordenadas UTM Altitud Rango Condicion  Condicion del  Seleccién

Regidn Provincia Distrito Poblacién altitudinal  hidrica material vegetal
X Y msnm
Junin Satipo Coviriali  Bella Vista 537960 8754337 671 2 Sanos/adultos NO
Pasco Oxapampa Villarica Cacazu 486790 8819825 985 1 Enfermos/juveniles NO
o Enfermos/ juveniles NO
Pasco Oxapampa Villarica Cacazu 486692 8819594 1006
San A Ataque de insectos/ Sl
Junin Chanchamayo Génova 461307 8773376 1016 dul
Ramon adultos
Rafael 2 A Sano/ juveniles Sl
Junin Satipo Satipo 542401 8759275 583
Gastelua Bella
. ) Rio ) 2 B Sano/ juveniles Sl
Junin Satipo Rio Negro 533959 8768561 706
Negro
. ) ) 2 B Sano/adultos NO
Junin Satipo Satipo Satipo 1 538913 8758112 646 .

FUENTE: Modificado de Quispe (2019)



4.2 Colectas de germoplasma de Guadua weberbaueri

Se realizaron 3 colectas de Guadua weberbaueri como se observa en la Tabla 4. Cabe
resaltar, que la condicion de colecta de material juvenil solo se dio en el caso de las
procedencias 1 y 3. La procedencia 2 no presentaba juveniles y como se indica en la Tabla 5
las cafias presentaban ataques de insectos y se encontraron pocos individuos. De cada

procedencia se colectaron 50 muestras.

Tabla5: Fecha de colectas de las procedencias de G. weberbaueri

Procedencias ) o o ] Fecha de
Region Provincia Distrito Poblacién
colecta
i ) . 18/03/18
Satipo 1 Junin Satipo Satipo Rafael Gastelua Bella
12/08/1
Chanchamayo  j i Chanchamayo ~ San Ramén Génova f08/18
. 21/08/1
Satipo 2 Junin Satipo Rio negro Rio Negro f08/18

4.3 Evaluacion del desarrollo del germoplasma procedente de los 3 sitios de colecta en
el invernadero

4.3.1 Desarrollo del germoplasma procedente de “Satipo 1”

Las muestras fueron juveniles y llegaron con hojas. A fines de marzo 2018 todas se secaron
completamente y la primera semana de abril 2018 el 80% de muestras presentaron brotes. A
inicios de mayo 2018 se observd que en la mayoria de estas plantas se presentaban hojas
verdes, turgentes y brotes. Es importante mencionar que estos brotes surgieron a partir de los

culmos y ramas. (Figura 18)

Figura 18: Desarrollo en invernadero de la procedencia “Satipo 1.
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A fines de abril 2018 se tuvieron 40 plantas vivas con hojas verdes y turgentes y presencia de
yemas (80% de sobrevivencia) y desde mediados de junio 2018 se cuenta con 32 plantas

(64% de sobrevivencia).

En junio de 2018 se observaron yemas con las caracteristicas adecuadas para introducir a

laboratorio con lo que a partir de esa fecha se extrajeron explantes.
4.3.2 Desarrollo del germoplasma procedente del “Chanchamayo”

Las muestras fueron adultas, sin hojas y con culmos de 0,3 a 0,5 cm. de diametro. Los
culmos se mantuvieron verdes sin presencia de brotes de agosto a setiembre de 2018 cuando
comenzaban a secarse. La mayor parte de plantas presentaron brotes a partir del rizoma a
diferencia de la procedencia 1 y 3 que presentaron brotes a partir de los culmos y ramas. Los
brotes fueron creciendo a partir de fines de octubre 2018 hasta alcanzar alturas de hasta 1,5

m. en marzo 2019.

A fines de setiembre 2018 no se tuvieron plantas vivas con hojas verdes y turgentes y
presencia de yemas (0% de sobrevivencia), a fines de octubre 2018 se tuvieron 10 plantas
con brotes (20% de sobrevivencia) las cuales se mantuvieron hasta diciembre 2018 donde 5

plantas comenzaron a dar brotes. (Figura 19)

En abril del 2019 se observaron yemas con las caracteristicas adecuadas para introducir en

laboratorio con lo que a partir de esa fecha se extrajeron explantes.

A. Agosto 2018 B. Octubre 2018 C. Diciembre 2018 D.Abril 2019
Figura 19: Desarrollo en invernadero de la procedencia “Chanchamayo”
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4.3.3 Desarrollo del germoplasma procedente de “Satipo 2”

Las muestras fueron juveniles y llegaron con un minimo nimero de hojas ya que fueron
podadas antes de trasladarlas. La primera semana de setiembre se secaron las pocas hojas
presentes. Sin embargo, el 14% de estas plantas llegaron con pequefios brotes los cuales
continuaron creciendo. La segunda semana de setiembre de 2018 se comenzaron a observar
brotes en el 40% de las plantas. A fines de setiembre de 2018 se observaron que estas plantas
tenian hojas verdes, turgentes y brotes pero no tenian yemas aptas para la extraccion de
explantes al presentarse a inicios de octubre 2018 secamientos de los brotes y yemas en el
22% de plantas. (Figura 20)

- A Agosto B. In|C|0 de setlembre C. Fines de setlembre (2018)

Figura 20: Desarrollo en invernadero de la procedencia “Satipo 2”

A fines de setiembre de 2018 se tuvieron 20 plantas vivas con hojas verdes y turgentes y
presencia de yemas (40% de sobrevivencia). Hacia octubre de 2018 se observo que los brotes
de estas plantas iniciaban a secarse. En diciembre 2018 existieron 3 plantas no vigorosas (6%
de sobrevivencia) y en enero 2019 con 1 planta no vigorosa (2% de sobrevivencia) la cual

muere en febrero del 2019.
4.3.4 Problemas fitosanitarios

Durante el desarrollo de las plantas se observaron diferentes sintomas y signos (Figura 23)
que se relacionan con la mortandad de las plantas. Estos problemas fitosanitarios se
presentaron en las plantas procedentes de los 3 sitios de colecta y meses que se muestra en la
Tabla 6.
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Tabla6: Problemas fitosanitarios de G. weberbaueri a nivel de invernadero

Problema Fitosanitario Procedencia Mes
Amarillamiento y envejecimiento de hojas “Satipo 1" y “Chanchamayo”  Todos los meses
Enrollamiento de hojas “Satipo 1” Todos los meses
Comeduras en hojas “Satipo 1” Abril 2018
Presencia de grillo causando dafio “Satipo 1” Abril 2018
Secamiento de brotes y yemas “Satipo 2” De octubre a enero 2018
Atague de Pseudococcido en ramas y yemas “Satipo 1” Mayo y junio 2018

“Satipo 1” es la que presentd mayor cantidad de problemas fitosanitarios, de los cuales se
observo que el ataque del Pseudococcido al localizarse en el interior de las hojas caulinares

(Figura 23 H.) comprometid el desarrollo de las yemas.

La Figura 21 muestra el desarrollo del ataque Pseudococcido. El ataque inicia en primera
semana de mayo de 2018 (semana 7) cuando el 80% de plantas presentaban brotes o yemas y
las plantas restantes se encontraban completamente secas es decir muertas. Con el pasar de
las semanas el ataque incrementd en incidencia y severidad alcanzando a fines de mayo
(semana 11) el 60% de incidencia. En junio 2018, se optd por el control quimico el cual
consto de 3 aplicaciones semanales de Alfacipermetrina mediante el uso de un pulverizador.
La primera aplicacion fue de 25 ml por 10 | de agua y la segunda y tercera es de 50 ml por 10
| de agua. En la segunda aplicacién (semana 13) se redujo la incidencia a 3 plantas (9%) y en
la ultima aplicacion ya no existid incidencia (semana 14). A mediados de junio se logré
erradicar el ataque pero este ataque provocd un 16% de mortandad de plantas. El
enrollamiento de hojas, comeduras y presencia de grillos se presentaron en el 6%, 8% y 2%
de plantas respectivamente sin comprometer el desarrollo de yemas por lo que no se efectud

control.
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10
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SEMANAS

Nota: Las evaluaciones se iniciaron el 22 de marzo de 2018

Figura 21: Desarrollo del ataque de pseudococcido en plantas de G. weberbaueri
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Para el caso de las plantas procedentes de “Satipo 1” y “Chanchamayo” se observé que el
amarillamiento y envejecimiento de hojas incrementaba a medida que pasaban los meses y
no interferia con el desarrollo de las yemas por lo que no se considerd un problema y se lo

asocio con el crecimiento de la especie.

Mientras que en el caso de las plantas procedentes del sitio de “Satipo 2”, el secamiento de
los brotes y yemas conllevé a la mortandad progresiva de todas las plantas a partir de inicio
de octubre 2018 (semana 5) hasta fines de noviembre 2018 (semana 15) donde solo quedaron
3 plantas vivas que se mantuvieron vivas pero no vigorosas hasta la primera semana de enero
2018 (semana 20) donde solo queda una planta viva. Finalmente, en la Gltima evaluacion
esta planta muere (primera semana de febrero, semana 25). (Figura 22)

(=]
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% PLANTAS
oW R
[SI=TR=IN=]

o

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

_SEMANAS

Secamiento brotesy yemas Muerto

Nota: Las evaluaciones inician el 30 de agosto de 2018

Figura 22: Desarrollo del sintoma de secamiento de brotes y yemas en plantas de G.
weberbaueri
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A. Amarillamiento y envejecimiento de hojas. B y C. Enrollamiento de hojas. D. Comeduras en
hojas. E. y F. Presencia de grillo causando dafio G. Secamiento de brotes y yemas H. Ataque de
Pseudococcido en ramas y yemas

Figura23:  Problemas fitosanitarios de G. weberbaueri a nivel de invernadero

4.3.5 Comparacion del desarrollo de las plantas procedentes de los 3 sitios de colecta
en condiciones de invernadero

Las plantas procedentes de los sitios “Satipo 1” y “Satipo 2”, a pesar que ambas fueron
materiales juveniles, cuando llegaron al invernadero en las semanas iniciales se comportaron
de manera diferente. El total de plantas procedentes del “Satipo 1” durante la segunda
semana se secaron completamente y en la tercera semana el 80% de plantas presentaron
brotes y yemas que continuaron emergiendo de manera constante durante las siguientes 9
semanas, previo al ataque del hemiptero y una vez superado el ataque continuaron creciendo

(64% de las plantas). Mientras que las plantas procedentes de “Satipo 2 se mantuvieron
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verdes hasta la semana 5, pero posteriormente se fueron secando hasta que ningun individuo
quedo vivo. Las plantas procedentes de “Chanchamayo” fue un material adulto que al igual
que la procedencia 3 se mantuvo verde durante las 4 semanas y progresivamente se fue

secando sobreviviendo el 30% del material. (Figura 24)
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Figura24:  Sobrevivencia de las de los 3 sitios de colecta de G. weberbaueri en
invernadero

Respecto a la produccion de yemas aptas para la propagacion in vitro, las plantas
procedentes de “Satipo 1 comenzaron a presentar yemas aptas a partir de abril (semana 6)
alcanzando en mayo un 50% de las plantas con esta caracteristica. Sin embargo, estas yemas
fueron infestadas rapidamente por el hemiptero, pero a consecuencia del control empleado en
junio se contd nuevamente con yemas aptas para la extraccion de explantes. Este no fue el
caso de las plantas procedentes de “Satipo 2", que también presentd yemas aptas a las 6
semanas (octubre 2018) sin embargo las yemas de estas plantas no fueron vigorosas y
posteriormente mueren todas las plantas (febrero 2019). Las plantas procedentes de
“Chanchamayo” al presentar brotes desde el rizoma que crecian en altura sin ramificar

demoraron 35 semanas (abril 2019) en presentar yemas aptas. (Figura 25)
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Figura25:  Yemas aptas para propagacion in vitro de G. weberbaueri por procedencia

Luego del analisis de sobrevivencia y produccion de yemas aptas se infiere que la

procedencia “Satipo 1” presenta las mejores caracteristicas paras la extraccion de explantes.

4.4 Establecimiento del cultivo in vitro

4.4.1 Desinfeccion

La pre desinfeccidn consta en un prelavado que permite hacer un arrastre de macromoléculas
en su exterior y la sumersion en los demas compuestos rompiendo la tensién superficial de la
membrana celular de los microorganismos coadyuvando al hipoclorito de sodio a eliminar
los agentes microbianos. Este proceso es realizado por la mayoria de autores fuera de la
camara de siembra, sin embargo en este investigacion se observa que al realizarla dentro de
la camara se logra disminuir la contaminacién de yemas con respuesta de manera
considerablemente del 47% a 9% (Figura 26). Estadisticamente la prueba de t- Student con
un alto nivel de significancia rechaza la hipotesis nula. Es decir, los tratamientos de pre

desinfeccion son diferentes y la prueba de Tukey al 95% de probabilidad determina que el
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mejor tratamiento es la pre desinfeccion dentro de la cdmara de siembra (Figura 27 y Anexo
14).
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Figura 26: Tratamientos de pre desinfeccion de G. weberbaueri
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Figura27: Prueba de Tukey tratamientos de pre desinfeccion de G. weberbaueri

En cuanto a la desinfeccion propiamente dicha existen diferentes compuestos que son usados
para la desinfeccion de bambues con diferentes toxicidades. En esta investigacion se ha
escogido al hipoclorito de sodio debido a que es uno de los méas usados, logra una
desinfeccion adecuada, causa un menor dafio fitotoxico en los tejidos vegetales evitando la
oxidacion y facilitando la rapida regeneracion in vitro y la exposicion a una concentracion
media de NaClO en un mayor tiempo podria activar la diferenciacién celular de las yemas
nodales segin Ramirez et al. (2014). El autor encuentra una correlacion positiva entre el
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aumento del tiempo de exposicion con la disminucion de la contaminacién y el aumento de

la brotacidn de los explantes en el cultivo in vitro de Guadua angustifolia. Marulanda et al.

(2005) obtuvieron mayor brotacion al usar NaCIO al 2% por un mayor tiempo de exposicion
(10 minutos). Nidiye et al. (2006) obtuvieron entre un 80-100% de yemas brotadas durante
el establecimiento in vitro de Bambusa vulgaris al emplear NaCIO al 2% durante 20

minutos.

El hipoclorito de sodio llega al tejido vegetal y hace efectiva la eliminacion de los
microorganismos sin perjudicar los tejidos del explante, ya que el agente desinfectante
disminuye los iones hidroxilo (OH), mediante la formacion de agua; ademas, reduce el pH
estimulando la presencia de acido hipocloroso que en contacto con materia orgénica actlia
como solvente y libera cloro que se combina con el grupo amino de las proteinas formando
cloroaminas. El &cido hipocloroso y los iones hipoclorito (OCI-1) llevan a la degradacion e
hidrolisis de los aminoacidos (Estrela et al., 2002), disminuyendo la tensién superficial de la
membrana celular de las bacterias y permitiendo la lisis del microorganismo (Sanchez y
Saenz, 2005). En este sentido, el hipoclorito tiene como mecanismo de accién sobre los
microorganismos, la inhibicion de las reacciones enzimaticas y desnaturalizacion de las
proteinas (Sanchez y Séenz, 2005). Ademaés, el hipoclorito de sodio neutraliza los

aminoéacidos, formando agua y sales.

Respecto a los tiempos de exposicion y la concentracion de NaClO se sabe que en
concentraciones bajas durante mayor tiempo de exposicidén se genera un mejor desarrollo
celular de los explantes, mientras que una concentracion alta a un menor tiempo de
exposicion impide el adecuado desarrollo de los segmentos nodales de guadua. Esto puede
deberse a que el hipoclorito de sodio afecta la permeabilidad celular del microorganismo y
de las células vegetales, impidiendo el adecuado desarrollo celular de las células

meristematicas y por lo tanto no genera la brotacion del segmento nodal.

Del analisis de variancia (ANOVA) se desprende, que con un alto nivel de significancia se

Hn.

rechaza la hipotesis nula. Es decir, al menos un tratamiento de desinfeccion ( o ) es distinto
(Anexo 14). Los mejores tratamientos segun la prueba Tukey a un 95% de probabilidad
fueron: D1y D4 (Figura 28).
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Figura 28: Prueba Tukey para tratamientos de desinfeccion de G. weberbaueri

Los tratamientos D1 y D4 son iguales debido a que el D4 es una variacion del D1 para

desinfectar al explante de bacterias. Sin embargo, en las evaluaciones se observo que la

causa de contaminacion de explantes es por el micelio de un hongo sin observar signos de

ataque bacterial. En todos los casos se identificd que el signo se observa de manera inicial

sobre las yemas con respuesta como un micelio blanco que va creciendo y tornandose de

color naranja hasta ocupar toda la superficie del medio de cultivo (Figura 29).

Figura 29:

Contaminacidn de explantes de G. weberbaueri
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El tratamiento D3 presentd un alto porcentaje de yemas sin respuesta (Figura 22); sobre este
punto Dalal et al. (1992) citado por Borgues et al. (2004) menciona que durante el proceso
de establecimiento del cultivo in vitro se da la oxidacion fendlica que es explicada por
George (1996) citado por Borgues et al. (2004) como la acumulacion de sustancias fenolicas
liberadas por el tejido vegetal en el medio de cultivo que son con frecuencia inhibidores del
crecimiento. Asimismo, Borgues et al. (2004) menciona que lo anterior se puede deber al
efecto fitotdxico de las distintas concentraciones de hipoclorito (1; 2 y 3%) por un tiempo de
20 minutos sobre el material vegetal que ocasiona la muerte de las yemas. EI mismo autor
indica que la accidn fitotdxica del desinfectante puede llegar a provocar una liberacion
importante de compuestos fendlicos en el 100% de los explantes. (Figura 30)

El tratamiento D2 es una modificacion del método de doble desinfeccion con hipoclorito de
sodio propuesto por Borgues et al. (2004) para reducir el tiempo de exposicion del explante y
evitar la accion fitotoxica del desinfectante. La efectividad de la doble desinfeccion radica en
el hecho que no todos los microorganismos mueren simultaneamente, ni siquiera cuando se
aplica un exceso del agente desinfectante, es asi que las esporas que no pueden ser destruidas
inicialmente pasaran a formas vegetativas y durante la doble desinfeccion podrian ser
eliminadas facilmente de los explantes primarios trayendo consigo un menor porcentaje de
contaminacion segun lo indicado por Sénchez y Sé&enz (2005). Sin embargo, para G.
weberbaueri este tratamiento presentd los valores méas altos de porcentaje de yemas
contaminadas a pesar que Borgues et al. (2004) lograron que todos los explantes que no se

contaminaron (80%) sobrevivieran (no se presentd muerte de los explantes). (Figura 30)

Ramirez et al. (2009), Jiménez et al. (2006), Marulanda et al. (2005), Borges et al. (2004),
Corrales (2017) y Casanova (2017) reportan una contaminacion entre el 20% y 86% en los
cultivos in vitro de bambues, sin embargo el tratamiento D1 y D4 logran una contaminacién
de 7% y 9% respectivamente durante el mes de junio. La diferencia entre los resultados con
la bibliografia es significativa y puede deberse a multiples factores como: la procedencia, los
cuidados en el mantenimiento de las plantas madres, la época de introduccion, los
tratamientos de desinfeccion, entre otros. Sin embargo, el resultado encontrado se acerca al
5% de contaminacion reportado en G. angustifolia por Martinez (sf.) usando sulfato de

estreptomicina 2 g/L e hipoclorito de sodio al 1,1% y PPM (2ml/L).
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Figura30:  Tratamientos de desinfeccion en G. weberbaueri

4.4.2 Medio de cultivo

Jiménez et al. (2004) propusieron la combinacion del uso de un tratamiento de desinfeccion
con NaOCI (10% durante 10 minutos) y el producto comercial PPM® (Plant Preservative
Mixture) en el medio de cultivo (2 ml/ll) como una alternativa eficaz para la
descontaminacién de explantes nodales en la micropropagacién de G. angustifolia en Costa
Rica. Asimismo, Neves (2017) en las pruebas de establecimiento de Dencrocalamus asper
incluy6 concentraciones de antibidticos como la amoxicilina, canamicina y cefotaxima
sodica los cuales obtuvieron altos porcentajes de contaminacion (90-100%) y solo logro
porcentajes de 49,9% y 54,05% usando PPM en 6 ml/l y 8 ml/l respectivamente. Es
importante mencionar que Neves (2017) trabajo con plantas en campo las cuales no tuvieron
un tratamiento previo por lo que se asume que el porcentaje de contaminacion pudo ser alto.
Sanches (2017) obtuvo buenos resultados en el establecimiento de G. chacoensis usando 2
ml de PPM en el medio de cultivo (50% sin respuesta, 35% establecimiento y 15%
contaminacion) de explantes provenientes de plantas hidropénicas. De igual manera, en
Guadua weberbaueri se observa que el uso de PPM (2ml/l) en el medio de cultivo disminuye
considerablemente (67%) la contaminacion contribuyendo con el establecimiento del cultivo
in vitro (Figura 31).
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Figura 31: Efecto del PPM en el establecimiento de G. weberbaueri

Estadisticamente la prueba de t- Student con un alto nivel de significancia rechaza la
hip6tesis nula. Es decir, los tratamientos de MS y MS+PPM son diferentes y la prueba de
Tukey al 95% de probabilidad determina que el mejor tratamiento es MS+PPM (Figura 32 y
Anexo 14).
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Figura 32: Prueba Tukey para medio de cultivo para G. weberbaueri
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4.4.3 Fotoperiodo

Para algunos autores la respuesta de la yema, brotacién, esté influenciado por la oscuridad al
evitar por efecto de la luz la oxidacion de los segmentos nodales. Tal es el caso de las
pruebas realizadas por Marulanda et al. (2005) y Ramirez et al. (2014) y Sanches (2017)
quienes al mantener los explantes sembrados en oscuridad en la camara de crecimiento
notaron diferencias. Sin embargo para G. weberbaueri estadisticamente la prueba de t-
Student con un alto nivel de significancia acepta la hipdtesis nula. Es decir, los tratamientos

de oscuridad y sin oscuridad son iguales (Anexo 14).
4.4.4 Epoca de introduccion

Mientras que para la mayoria de especies la obtencidén de plantas puede ser en cualquier
época del afio. Existen registros que indican que la época del afio influencia en el
establecimiento in vitro de especies de bambues. Tal es el caso de Garcia et al. (2011) que
identifica de noviembre- abril como la mejor época del afio para realizar el establecimiento

in vitro de Bambusa vulgaris var. vulgaris.

Siendo la procedencia “Satipo 1” la que presentd mejor desarrollo a nivel de invernadero se
realizaron introducciones sucesivas a lo largo de un afio demostrando que existen diferencias
en el establecimiento del cultivo in vitro de Guadua weberbaueri con respecto a la época de
introduccion. Es asi que para esta especie se identifica la época “de abril a julio” para el
establecimiento del cultivo in vitro al observar un mayor porcentaje de yemas con respuesta
y sanas al dia 31, con respecto a los otros meses, en el mes de junio se observa el valor mas
alto 80%. Mientras que de setiembre a diciembre se observan altos porcentajes de yemas con
respuesta pero contaminadas, siendo noviembre y diciembre los meses donde no se obtiene
ninguna yema con respuesta y sana. Esta tendencia coincide con lo reportado por Corrales
(2017) quien indica que el mes de junio es el que presenta menores valores de contaminacion
para Guadua angustifolia para las condiciones de Lima, Peru, en donde también se llevo a
cabo la presente investigacion. Es importante mencionar que los porcentajes de yemas sin
respuesta y sanos se mantienen a lo largo de todo el afio de evaluacion y que las yemas que

no respondieron no presentaron signos de contaminacion. (Figura 33)
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Figura 33: Efecto de la época en el establecimiento del cultivo in vitro de G.

weberbaueri

4.4.5 Establecimiento de las procedencias

Se realizo la introduccion del material procedente de “Chanchamayo” en la mejor época
(abril a junio) encontrandose que el material procedente de “Satipo 1” es la que presenta
valores mas altos de yemas con respuesta y sanas (58%) y mas bajos de contaminacion
(22%) (Figura 34) esto podria deberse a dos causas: el desarrollo de la especie en diferentes
altitudes y el estado de madurez de las plantas madres. Catpo (2019) observa un mejor
desarrollo de la especie en estudio en altitudes cercanas a los 786 msnm como es el caso de
la procedencia “Satipo 1 y por tanto una menor cantidad de hongos enddgenos en dicha
procedencia. Gamarra (2014) citado por Martinez (sf.) indica que se ha observado que el uso

de material vegetal adulto como es el caso de la procedencia “Chanchamayo” ha dificultado
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el cultivo in vitro ya que estos tienen menor grado de actividad meristematica, por lo tanto

tienden a tener menor plasticidad in vitro.
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Figura 34: Efecto de la procedencia en el establecimiento de G. weberbaueri

Estadisticamente la prueba de t- Student con un alto nivel de significancia rechaza la
hipotesis nula. Es decir, los resultados del establecimiento del culivo in vitro proveniente de
“Satipo 1” y “Chanchamayo” son diferentes y la prueba de Tukey al 95% de probabilidad

determina que la mejor procedencia es “Satipo” (Figura 35 y Anexo 14).
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Figura 35: Prueba de Tukey para procedencias de G. weberbaueri
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Figura 36: Establecimiento del cultivo in vitro de G. weberbaueri

4.5 Multiplicacion

Las citoquininas usadas para la multiplicacion de especies de bambules son: 6-
Benzilaminopurine (6- BAP), &cido indolbutirico (AIB,) acido naftalenacetico (ANA) y

Thidiazuron.

6- BAP es la hormona utilizada en esta investigacion por ser la méas utilizada en
multiplicacion de bambues en concentraciones de 2 a 10 mg/l por Marulanda et al. (2005) y
Martinez (sf) en Guadua angustifolia, Saxena (1990) en Bambusa tulda Roxb, Rao y Rao
(1998) citados por Marulanda et al. (2005) en Bambusa arundinacea, Dendrocalamus
strictus y Bambusa vulgaris, Ramanayake et al. (2001) en Dendrocalamus giganteus y

Casanova (2018) en Guadua weberbaueri.

La necesidad de la adicion de hormonas en el medio de cultivo explica Jiménez (2004) es

porque la concentracion enddgena de reguladores de crecimiento en los explantes es baja. 6-

BAP logra la proliferacién de brotes al romper la dominancia apical y estimular la brotacion

de las yemas. Uno de los posibles efectos de las auxinas en esta fase es anular el efecto
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depresivo de las altas concentraciones de citoquininas sobre la elongacion de los brotes
axilares y restablecer su crecimiento normal (Mroginski et al., 2004 citado por Garcia et al.
2011).

Estadisticamente la prueba no paramétrica de Kruskal- Wallis Test con un alto nivel de
significancia rechaza la hipGtesis nula. Es decir, al menos un tratamiento Me,, es distinto.
La prueba de Tukey al 95% de probabilidad determina que el mejor tratamiento de

multiplicacion es el tratamiento M2 (Figura 37 y Anexo 14).
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Figura 37: Prueba de Tukey para tratamientos de multiplicaciéon de G. weberbaueri

Con el tratamiento M2, MS+5 mg 6- BAP+ 2 ml/l PPM, se obtuvo hasta 3 brotes por
vitroplanta y en promedio 2,5 brotes a los 27 dias siendo la mejor tasa de multiplicacion. En
el tratamiento M1, MS+3mg 6-BAP+ 2 ml/l PPM, también se obtuvo hasta 3 brotes por
vitroplanta pero la tasa de multiplicacion baja a 0,8 brotes a los 27 dias. Lo anterior coincide
con lo encontrado por Marulanda et al. (2005) en Guadua angustifolia y Casanova (2018) en
Guadua weberbaueri quienes encuentran una relacion entre la dosis de 6- BAP vy la tasa de
multiplicacion. El tratamiento M3, MS + Vitaminas MOREL (1974)+ 15 Mu 6-BAP, se
obtuvo hasta 1 brote por vitroplanta con una tasa de multiplicacion deficiente de 0,3 brotes a

los 27 dias. (Figura 38)
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G. weberbaueri presenta una mayor respuesta a las dosis de BAP que G. angustifolia la cual
presenta 2 brotes por vitroplanta usando MS suplementado con 2,5 mg/l de 6-BAP
(Marulanda et al. 2005) y G. chacoensis que presenta 1,73 brotes por vitroplanta usando MS
suplementado por 15 UM por 6-BAP (Sanches, 2017). Pero cercana a la tasa de
multiplicacién de G. angustifolia de 2,71 obtenida por Martinez (sf.) MS+6mg/l 6-BAP. Esta
diferencia se puede deber a que en diferentes especies los explantes pueden responder de
manera distinta a una misma concentracion de reguladores de crecimiento, a causa de
diferencias en el contenido hormonal enddgeno Gielis et al. (2001). De igual manera, la

variacion en la respuesta entre explantes de una misma especie se explica por la misma
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Figura 38: Tratamientos de multiplicacion en G. weberbaueri

Los brotes de bambu fueron subcultivados en grupos de a 2 segun las recomendaciones
desarrolladas por varios autores que coinciden en que los explantes de bambu deben
mantener pequefios grupos de plantas al momento de transferirlas para el incremento de los
coeficientes de multiplicacion y disminucion de la mortandad (Saxena 1990; Prutpongse y
Gavinlertvatana 1992; Ramanayake y Yakandawala 1997; Ravikumar et al. 1998;
Ramanayake et al. 2001). (Figura 39)
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Figura39:  Multiplicaciéon de G.weberbaueri

Los nuevos brotes fueron transferidos al medio de crecimiento (MS+PPM) donde crecieron
hasta dar por resultado nuevas vitroplantas. A pesar no haber usado un medio de
enraizamiento durante la multiplicacion se observd la tendencia a la formacion de raices en
el 25% de las vitroplantas al igual que lo observado por Martinez (sf) quien lo observé en un
30% en G.angustifolia. Sin embargo, en esta etapa avanzada de la multiplicacion, durante el
verano del 2019, la contaminacion de las vitroplantas con un micelio blanco anaranjado muy
similar al observado en la fase de establecimiento (Figura 29). Por el motivo anterior se
seleccionaron al azar vitroplantas (6) y se enviaron a la Clinica de Diagnosis de Fitopatologia
y Nematologia Vegetal de la UNALM donde se reportd Unicamente al hongo Acremonium
sp. (Anexo 15y Figura 40).

Figura 40: Vitroplantas de G. weberbaueri contaminadas por Acremodium sp.
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Sanches (2017) indica que los bambues son propensos al ataque de bacterias y hongos
durante la fase de establecimiento in vitro de los segmentos nodales y que existe un consenso
en la literatura sobre la dificultad de introduccion del material vegetal durante el cultivo de
tejidos de bambues a causa de una asociacion epifita y enddfita con microorganismos que
causan manifestaciones tardias durante la multiplicacion como lo observado en

G.weberbaueri.

Morakotkarn et al. (2007) determina que los bambues contienen un alto reservorio de
microorganismos que deberian ser investigados al aislar 257 hongos filamentosos endofiticos
procedentes de tejidos de bambues y caracterizaron 71 de ellos por métodos moleculares.
Los andlisis filogenéticos mostraron que los hongos filamentosos pertenecian a los
Sordariomycetes y Dothideomycetes. Los Xylariales fueron el grupo dominante. Acosta et
al. (2008) menciona que las plantas donadoras de bambues poseen una micobiota integrada
por: Alternaria, Botryotrichum, Cladosporium, Curvularia, Fusarium y Nigrospora. Los
géneros Asteromella, Bipolaris y Humicola se identificaron en fase de establecimiento,
mientras que Alternaria, Botryotrichum, Cladosporium, Curvularia, Fusarium y Nigrospora
aparecieron en plantas donadoras y en el establecimiento. En las especies Dendrocalamus
asper, Dendrocalamus strictus, Guadua angustifolia y Gigantochloa atter el género
Nigrospora fue el de mayor frecuencia de aparicion, mientras que en Bambusa vulgaris fue
Fusarium. En cuanto a las bacterias Ramirez et al. (2009) identific6 para Guadua
angustifolia los géneros: Xanthomonas, Pseudomonas, Agrobacterium y una asociacion
entre Ergunia- Pseudomonas. Siendo el principal contaminante el género Pseudomonas para
los segmentos nodales basales y la asociacion Ergunia- Pseudomonas para los segmentos
nodales medios. Mientras que otras investigaciones solo reportan al Bacillus sp. como

causante de la contaminacion en la fase de establecimiento in vitro.

Debido a lo anterior, se identifica que la procedencia del material de propagacion es
importante lo que es corroborado por Sanches (2017) quien us6 como material de
propagacion plantas cultivadas en campo; plantones y plantas cultivadas en sistema
hidropdnico las dos Gltimas bajo condiciones controladas en invernadero para demostrar que
la contaminacion esta asociada al manejo de las plantas donadores y al uso del PPM en el
medio de cultivo. Es asi que las plantas en campo y sin uso de PPM obtuvieron un 100% de
contaminacion, reduciéndose considerablemente en el caso de uso de plantas hidropdnicas y

con PPM. De igual manera, Neves (2017) trabajé con plantas de Dendrocalamus asper en
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campo, las cuales no tuvieron un tratamiento previo resultando altos porcentaje de

contaminacion.

En la Clinica de Diagnosis de Fitopatologia y Nematologia Vegetal de la UNALM se
determinG la presencia de hongos Fusarium oxysporum, Pythium sp. y otros hongos
secundarios (Anexo 16) en las plantas madres de G.weberbaueri. Autores como Jiménez et
al. (2006), Yasodha et al. (2007) y Ramirez et al. (2014) resaltan en las metodologias
desarrolladas para especies de bambues como B. nutans y G. angustifolia, la importancia del
establecimiento de un banco de plantas madres en condiciones de invernadero regadas 2
veces por semana con agua destilada y fumigadas con productos bacteriostaticos y
fungistaticos y fertilizadas (Marulanda et al. 2005) para mantener en excelente estado

fitosanitario tal y como se desarrollo para G. weberbaueri.

Las consideraciones de manejo aplicadas a las plantas madres aplicadas y el protocolo de
establecimiento exitoso de (D4 con 2ml/l de PPM durante la mejor época (abril-julio) logré
eliminar la presencia de casi todos hongos provenientes de las plantas donantes salvo el caso

de Acremonium sp. cuya presencia se observo durante el establecimiento y la multiplicacion.

Rahman (1985) menciona que Acremonium strictum fue atribuido por Rahman y Khisha
(1981) citado por Rahman (1985) como un patdégeno que puede causar el tizdn del bambd en
los cultivos de Bambusa spp. en Bangladesh. Asimismo, el patégeno de la pudricion de la
vaina del arroz Sarocladium orzae también fue vinculado con esta enfermedad. Boa (1985)
menciona que dado que estos hongos son muy similares a los mostrados en las descripciones
de Holliday (1980) se reexamind y se demostr6 que la enfermedad es causada por

Sarocladium orzae.

Kim et al. (2011) en su revision de hongos asociados a la descomposicion de bambues en
Korea menciona a Acremonium sp. como un Ascomiceto que ha sido reportados previamente
por Zhang et al. (1996) sin precisar el tipo de dafio que produce en el bambul. Remadevi et.
al (2017) registra a Acremonium en infeccion de semillas de Dendrocalamus strictus en la

India.

Morakotkarn et al. (2007) en su estudio de diversidad molecular de hongos asociados al
bambu aislados de Japon reconoce que los bambues son una gran reserva de
microorganismos y que hay poca informacion disponible sobre sus endofitos por lo que

recomienda investigar exhaustivamente.
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White et al. (1996) menciona que se ha demostrado el caracter endofito asintomatico de
Acremonium al localizarse intercelularmente dentro de los tejidos de las vainas foliares,
culmos y semillas de varias gramineas. Aparentemente estos hongos se han quedado
atrapados dentro de las plantas huéspedes ya que la mayoria de los enddéfitos de Acremonium
no forman estroma y no se sabe que produzcan ningdn otro tipo de estructuras reproductivas
en otros lugares. Por esta razén, se ha creido que la transmision de semillas es el Gnico medio
de diseminacion de los endofitos asintomaticos. Sin embargo, la gran mayoria de los
endofitos de Acremonium producen conidios cuando se cultivan en un medio de Papa

Dextrosa Agar (PDA) como es el caso de lo observado en G. weberbaueri en el MS+PPM.

Es posible que estos hongos endoéfitos retengan la capacidad de producir conidios en los
filoplanos de las gramineas y, por lo tanto, la extension de los endofitos de Acremonium
emplee etapas especiales propias de dicho tipos de hongos. Tadych y White (2007) indican
que estos conidios pueden producirse en superficies de pastos y/o hojas muertas, y
propagarse a través de corrientes de agua, salpicaduras de lluvia o salpicaduras de goteo a las
plantas adyacentes. Para estos autores, es probable que el crecimiento de estructuras propias
del enddfito se estimule en las regiones de actividad meristematica de las gramineas lo que
indica que las infecciones endofiticas de los pastos puedan ocurrir en estas regiones
meristematicas donde los nutrientes son abundantes y las barreras cuticulares son minimas o
inexistentes. Lo anterior explica la razon por la cual el hongo se manifest6 en el cultivo in
vitro de G. weberbaueri sin embargo, se requiere de estudios futuros para evaluar

experimentalmente el mecanismo de infeccion del huésped por endofito.

Actualmente Acremonium coenophialum y Acremonium lolii han sido reclasificados en el
género Neotyphodium, un género asexual de la familia Clavicipitaceae (Glenn et al., 1996
citado por Sanchez, 2009).

Neves (2017) en funcion a lo observado para Dendrocalamus asper indica que el material
viene contaminado de campo por bacterias enddgenas y recomienda su aislamiento para el
tratamiento con antibacterianos. De igual manera Acosta et al. (2008) elabord un plan de
defensa fitosanitario para las plantas donantes que incluyd fungicidas sistémicos y de
contacto, cuyo espectro de accion cubria los géneros de hongos que previamente identifico
en las plantas donantes de Dendrocalamus asper, Dendrocalamus strictus, Guadua

angustifolia y Gigantochloa atterados.
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Sin embargo, para algunos autores, Sanches et al. (2013), los hongos endéfitos son de gran
importancia para las plantas hospederas al estar relacionados con la produccion de
metabolitos bioactivos que modifican los mecanismos de defensa ante factores bioticos
(patogenos y herbivoros) y abidticos (estrés salino, hidrico, térmico, presencia de metales,
etc.). Es el caso de Acremonium coenophialum hongo endofito presente en los pastos de
Festuca arundinacea que produce efectos perjudiciales sobre algunos herbivoros. Como la
intoxicacion del ganado: la pérdida de peso, los bajos indices de fertilidad, la baja
produccion de leche y la elevada temperatura corporal (Oliveira et al., 1996) y la mortalidad
del lepiddptero plaga Spodoptera frugiperda (Gamboa, 2006). Asimismo, hay indicios de su
uso potencial de hongos endofitos del género Acremonium como vectores de genes para el

mejoramiento de plantas (Gamboa, 2006).

Este hongo también presenta efectos beneficiosos sobre los pastos Festuca sp. y Lolium
perenne proporcionando mayor tolerancia a los estreses abiéticos como el frio y la sequia
(Oliveira et al. 1996 y Oliveira et al. 2002). Lo que se podria asociar al hecho que la
procedencia “Chanchamayo” que no estuvo asociada a un cuerpo de agua, Se encuentra a
mayor altitud y en un terreno mds agreste que “Satipo 17 presentara una mayor
contaminacion del hongo enddgeno durante el establecimiento del cultivo in vitro. Asi como
también, a la variacion de contaminacion en los diferentes meses del afio, donde se observa
gue durante la temporada de menor humedad relativa y mayor temperatura, meses de verano,

Ilegue a contaminarse todo el material.

Debido al potencial de este hongo y a que existen muy pocos estudios sobre los endofitos en
zonas tropicales, la mayoria de estudios son en zonas templadas, esta investigacion reconoce
la necesidad de nuevos estudios que: identifiquen la especie de Acremonium que limita el
cultivo in vitro de Guadua weberbaueri, determinen la interaccion hospedero- hongo
endofito, corroboren la aparente asociacion del hongo endéfito con la procedencia
“Chanchamayo” y la posible relacién con la época de establecimiento del cultivo in vitro. De
igual manera, sera necesario establecer algun tratamiento en las plantas donantes que permita

culminar el protocolo de propagacion in vitro de Guadua weberbaueri.
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V.  CONCLUSIONES

Las introducciones sucesivas durante el periodo de un afio para el establecimiento y
multiplicacion in vitro de Guadua weberbaueri procedente de dos sitios de selva central

realizadas en la ciudad de Lima, Pert generan las siguientes conclusiones:

1. Se optimiza el establecimiento del cultivo in vitro (80%) al: realizar la pre
desinfeccion dentro de la camara de flujo laminar; desinfectar los explantes usando el
tratamiento D4: inmersion en alcohol de 70°, limpieza con NaClO al 2,5% por
10 minutos seguido de una segunda desinfeccion con NaClO al 1,5% por 3 minutos e
inmersion en Ceftriaxona disodica hemiheptahidratada por 1 segundo, sembrar los
explantes en medio de cultivo Moorashige & Skoog (1962) + PPM (2 ml/l) e incubar
los explantes sembrados a una temperatura de 28°C con iluminacion artificial 2.000
lux y un fotoperiodo de 12 horas luz sin necesidad de oscuridad para estimular la

brotacion.

2. Existe evidencia que la mejor época para el establecimiento in vitro de Guadua

weberbaueri es entre abril y julio.

3. Se tiene evidencia que el germoplasma procedente del primer sitio de colecta “Satipo
17 centro poblado Rafael Gastelua Bella, Satipo, Junin (X: 542401 Y:8759275)
presenta mejores resultados con respecto al procedente a los otros sitios de colecta en
el desarrollo de plantas madres a nivel de invernadero, establecimiento y

multiplicacién del cultivo in vitro de Guadua weberbaueri.

4. La tasa de multiplicacion de Guadua weberbaueri es de 2,5 brotes usando como
medio de cultivo Moorashige & Skoog (1962) enriquecido con 2 ml/l de PPM y 5
mg/l de 6- Benzilaminopurine, la cual se ve limitada por la presencia del hongo
endofito asintomatico Acremonium sp. que se presenta desde el establecimiento hasta

la multiplicacién del ciltivo in vitro de Guadua weberbaueri.



VI. RECOMENDACIONES

Es necesario identificar la especie del hongo endofito Acremonium sp., confirmar su
presencia en las plantas madres Guadua weberbaueri y la interaccion con las mismas

para establecer algun tratamiento que permita disminuir la carga endogena.

Realizar una investigacion que corrobore la relacion entre la época de introduccion y

la carga enddgena de Acremonium sp en Guadua weberbaueri.

Se requieren estudios complementarios que permitan evaluar la relacion del hongo

enddfito Acremonium sp. con los sitios de colecta del germoplasma.

Una vez superada la contaminacion del hongo endofito Acremonium sp. completar el
protocolo de propagacion in vitro de Guadua weberbaueri: ensayando mayor nimero
de subcultivos durante la multiplicacién, corroborando el enraizamiento en durante el
medio de multiplicacion propuesto, ensayando medios de enraizamiento y sustratos

para la aclimatacién de vitroplantas de Guadua weberbaueri.
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VI, ANEXOS

ANEXO 1: Fichas técnicas de la solucién hidropénica Ay B

FICHA TECNICA
SOLUCION HIDROPONICA LA MOLINA

La solucion hidropéonica La Molina, contiene todos los nutrientes que las plantas necesitan pero
en concentraciones muy altas como para ser utilizados directamente sobre las plantas. Para que
los nutrientes estén disponibles en concentraciones adecuadas, solo se toman pequefios volimenes
para preparar la solucién nutritiva. Son dos soluciones concentradas, denominadas A y B
respectivamente. La solucion concentrada A contiene N, P, K y Ca, y la solucién concentrada B
aporta Mg, S, Fe, Mn, Cu, Zn, B, Moy CL

A continuacién se dan los pesos de los fertilizantes necesarios para preparar ambas soluciones
concentradas :

e Soluciéon Concentrada A:
Cantidad de fertilizantes para 2.0 litros

nitrato de potasio 13.5% N, 45% K,O 5500¢g
nitrato de amonio 33% N 3500¢g
superfosfato triple 45% P>0s, 20% CaO 180.0¢g

e  Soluciéon Concentrada B:
Cantidad de fertilizantes para 2.0 litros

sulfato de magnesio 16% MgO, 13% S 2200¢g
quelato de hierro 6% Fe . 170g
Micronutrientes 95¢g

e Micronutrientes

sulfato de manganeso (MnSO4.4H20) 20¢g
acido borico (H3BOs) 12¢g
sulfato de zinc (ZnS04.7H20) 0.7g
sulfato de cobre (CuSO4.5H:0) 04¢g
molibdato de amonio (NHs)sM07024.4H20 0.1g
EDTA 50g

Peso: 1,327 g



ANEXO 2: Ficha técnica PPM

Flant Preseriaive Medurs [PPA) 1 Lier

Plant Presarvative Mixture (PFM), is a broad-spectrum biocide/fungicide for plant tissue

culture. PPM™ is the ultimate solution to the never-ending struggle against microbial
airborne, waterbormne and endogenous contamination.

About Plant Preservative Mixture (FPM)

PPM™ is a heat stable preservative/biocide which can be used to effectively prevent or
reduces microbial contamination in plant tissue culture.

At optimum doses, PPM™  which stands for Plant Preservative Mixture™ | is an extremsly
effective Preservative/Biocide, yet does not impair in vitro seed garmination, callus
proliferation and callus regensration.

Despite the most stringent use of sterile techniques, the contamination of plant cell and
plant tissue cultures remain a parsistent problem that can result in losses ranging from
small number of cultures to the loss of whole batchas.

PPM™ prevents the germination of both bacteria and fungi spores. Itis heat stable and
therefore can be autoclaved with the meadia.

PPM™ can be, and should be used as a standard ingredient in plant tissue culture media,
and is also substantially less expensive than commaonly used antibiotics.

While PPM™ was principally designed to inhibit airborne contamination, waterbomne
contamination and contamination introduced from human contact, it can also -- in many
cases -- be used to reduce endogenous contamination.

The principal PCT scientist involved in the development of the PPM™ application is Dr.
Assaf Guri. Dr. Assaf Guri holds degrees in genetics, applied genetics and plant breeding
from the Hebrew University in Jerusalem and Michigan State University in the US. Before
joining Plant Cell Technology, Inc., Assaf worked with the Velcani Agricultural Research
Center in Israel, Michigan State University in East Lansing, Michigan and DNAP in MNew
Jersey.
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ANEXO 3: Evaluaciones del desarrollo en el invernadero de plantas madres

procedentes de “Satipo 1”
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Incidencia de Pseudococcido.
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ANEXO 3: Evaluaciones del desarrollo en el invernadero de plantas madres

procedentes de “Satipo 1” (Continuacion)

Marzo del
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Incidencia de Pseudococcido.
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ANEXO 3: Evaluaciones del desarrollo en el invernadero de plantas madres

procedentes de “Satipo 1” (Continuacion)

Marzo del

2018 Abril del 2018 May-18 Junio del 2018 Julio del 2018
Planta |22 | 29 12|190|26| 3 |10| 17|24 (31| 7 | 14|21 ] 28 13 | 20 | 27
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Incidencia de Pseudococcido.
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ANEXO 4: Evaluaciones del desarrollo en el invernadero de plantas madres procedentes de “Chanchamayo”

Abril
Agosto del Setiembre de Octubre del Diciembre del Febrero del del
2018 2018 2018 Noviembre del 2018 2018 Enero del 2019 2019 Marzo del 2019 | 2019
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ANEXO 4: Evaluaciones del desarrollo en el invernadero de plantas madres procedentes de “Chanchamayo” (Continuacion)

Abril
Agosto del Setiembre de Octubre del Diciembre del Febrero del del
2018 2018 2018 Noviembre del 2018 2018 Enero del 2019 2019 Marzo del 2019 | 2019

16 | 23 | 30 |6 13 | 20 | 27 11|18 | 25 8| 15|16 | 23|30 (6|13]|20| 27 10|17 |24 | 31 1421|287 [14]21(28| 4 |11
i \% \% \% vV S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S M
E \% \% \% vV S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S M
1_6 \Y \Y \ V S S S S S S S S S S S S S S S S § § S S S S S § § § S M
i \Y \Y \ V S S S S S S S S S S S S S S S S § § S S S S S § § § S M
E \% \% \% vV VvV S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S M
E \% \% \% vV VvV \% \% V V B B B B B B B B B B B B B B B B NY NY NY NY NY NY Y
ﬁ \% \% \ VvV V \% \% vV V B B B B B B B B B B B B B B B B NY NY NY NY NY NY Y
i \% \% \ VvV V \% \% vV V B B B B B B B B B B B B B B B B NY NY NY NY NY NY Y
E \% \% \ vV VvV S S S S S S S S S S S S S S S § S S S S S S S S S S M
E \% \% \ vV VvV S S S S S S S S S S S S S S S § S S S S S S S S S S M
ﬁ \% \% \ vV VvV V S S S S S S S S S S S S S S § § S S S S S § § § S M
E \% \% \ vV VvV V S S S S S S S S S S S S S S § § S S S S S § § § S M
26 \ \ \ VvV V \ \ V V V VvV V V \ \ VV V B B B B B B B NY NY NY NY NY Y Y

86




ANEXO 4: Evaluaciones del desarrollo en el invernadero de plantas madres procedentes de “Chanchamayo” (Continuacion)

Abril
Agosto del Setiembre de Octubre del Diciembre del Febrero del del
2018 2018 2018 Noviembre del 2018 2018 Enero del 2019 2019 Marzo del 2019 | 2019
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ANEXO 4: Evaluaciones del desarrollo en el invernadero de plantas madres procedentes de “Chanchamayo” (Continuacion)

Abril
Agosto del Setiembre de Octubre del Diciembre del Febrero del del
2018 2018 2018 Noviembre del 2018 2018 Enero del 2019 2019 Marzo del 2019 | 2019
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ANEXO 5: Evaluaciones del desarrollo en el invernadero de plantas madres procedentes de “Satipo 2”

Ago
2018 Setiembre 2018 Octubre 2018 Noviembre 2018 Diciembre 2018 Enero 2019 Feb 2019
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Incidencia de Secamiento de brotes.
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ANEXO 5: Evaluaciones del desarrollo en el invernadero de plantas madres procedentes de “Satipo 2” (Continuacion)
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16 s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s
7 \% \% B B NY 'NY NY NY NY NY M M M M M M M M M M M M M M
18 B B B B NY NY NY NY 'NY NY NY NY NY NY NY NY NY NY NY NY M M M M
19 S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S
20 S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S
21 S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S S
22 V V B B NY NY NY Y NY NY NY NY WM M M M M M M M M M M M

Incidencia de Secamiento de brotes.
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Anexo 5: Evaluaciones del desarrollo en el invernadero de plantas madres procedentes de “Satipo 2” (Continuacion)

Ago
2018 Setiembre 2018 Octubre 2018 Noviembre 2018 Diciembre 2018 Enero 2019 Feb 2019
30 6 | 13| 20 |27| 4| 11 |18 | 25| 1|8 | 15| 16| 23 |30 |6| 13| 20 | 27 10 | 17 | 24 | 31 7
23 g B B B NY NYNY NY NY NY NYNY M M M M M M M M M M MM
% s s s s S S s S s s s s s S S S s S s s s s s M
2 |y v B B NY NYNY Y NY NY NYM M M M M M M M M M M MM
%6 v v B B NY NYNY NY NY Y M M M M M M M M M M M M MM
27 v s s s S S s S S s s s S s S S S S s s s s s M
28 g s B B NY NYNY NY NY NY NY NY NY M M M M M M M M M MM
2 s s s s S s s S s s s s S S S S S S s s s s s M
30 g B B B NY NYNY NY NY NY NY NY NY NY M M M M M M M M MM
3 s s s s S S s S s s s s s s s s s s s s s s s M
32 s s s s S S s S s s s s s s S s s S s s s s s M
3 g s B B NY NYY Y N N NN M M M MM M M M M M M M

Incidencia de Secamiento de brotes.
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ANEXO 5: Evaluaciones del desarrollo en el invernadero de plantas madres procedentes de “Satipo 2” (Continuacion)

Ago
2018 Setiembre 2018 Octubre 2018 Noviembre 2018 Diciembre 2018 Enero 2019 Feb 2019
30 6 | 13| 20 |27|4| 12|18 |25| 1 |8| 15| 16|23 |30 |6| 13| 20| 27| 3 | 10| 17| 24| 31 7
3 s s B B NY NYNY NY NY NY NYNY M M M M M M M M M M M M M
3% s s B B NY NYNY NY NY NY NYNY NY NY M M M M M M M M M M M
36 v s s s S s s S s s s s s s s s s s s s s s s s M
37 1y s S s S s s S s s s s s s s s s s s s s s s s M
38 |y s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s M
3 1y v B B NY NYNY NY NY NY NYNY NY M M M M M M M M M M M M
40 1y v B B NY Y Y NY Y NY NY NY NY NY NY NYNY NY NY N M M M M M
s s s s S s s S s s s s s s s s s s s s s s s s M
2 s s s s S s s s s s s s s s s s s s s s s s s s M
8 ls s s s S s s s s s s s s s s s s s s s s s s s M
4 s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s M

Incidencia de Secamiento de brotes.
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ANEXO 5: Evaluaciones del desarrollo en el invernadero de plantas madres procedentes de “Satipo 2” (Continuacion)

Ago
2018 Setiembre 2018 Octubre 2018 Noviembre 2018 Diciembre 2018 Enero 2019 Feb 2019
30 |6 13 20 |27 | 4| 11 | 18 | 25| 1 | 8| 15 | 16 | 23 | 30 13 20 27 10 17 24 | 31 7
45 S S S S S S S S S S s s S S S S S S S S S S
46 S S S S S S S S S S s s S S S S S S S S S S
a1 S S B B NY INY NY NY NY M M M M M M M M M M M M M
48 S S B B NY INY NY NY NY M M M M M M M M M M M M M
49 S B B NY Y Y NY NY NY NY M M M M M M M M M M M
50 S B B NY 'NY NY NY NY NY NY M M M M M M M M M M M

Incidencia de Secamiento de brotes.
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ANEXO 6: Evaluaciones de tratamientos de predesinfeccion para G. Weberbaueri

PD1
3| 7|11|15|19|23(27|31| 3| 7|11|15|19(23|27(31| 3| 7|11|15|19|23|27|31
CON RESPUESTA'Y SANO 7| 8| 8| 8| 9| 8| 8| 8| 7(10| 8| 8| 7| 7| 7| 7| 7| 9| 7| 7| 7| 7| 7| 7
SIN RESPUESTA'Y SANO 312 2| 2| 1| 1| 1| 1| 3| O] 2| 2| 2| 2| 2| 2| 3| 1| 2| 2| 2| 2| 2| 2
CON RESPUESTA CONTAMINADO | O| O O| O] O] 1| 1| 1| Of O] O] O] 1| 1| 1| 1f{ O] O] 1| 1| 1| 1| 1| 1
SIN RESPUESTA CONTAMINADO 0| 0o 0| O] O| O] O] O] O| O] O| O] O] O| Of| Of O O| O| O O| O O| O
PD2
3| 7|11|15|19|23|27|31| 3| 7|11|15|19|23|27(31| 3| 7|11|15|19|23|27|31
CON RESPUESTA'Y SANO 7| 8| 5| 3| 3| 3| 3| 3| 7| 8| 4] 3| 3| 3| 3| 3 7| 6| 5| 4| 4| 4| 4| 4
SIN RESPUESTA'Y SANO 31 2| 2| 2| 2| 2| 2| 2| 3| 2| 2| 2| 2| 2| 2| 2| 3| 2| 2| 2| 2| 2| 2| 2
CON RESPUESTA CONTAMINADO | O| O 3| 5| 5| 5| 5| 5| O O] 4] 5| 5| 5| 5| 5[ 0] 2| 3| 4| 4| 4| 4| 4
SIN RESPUESTA CONTAMINADO 0| 0| 0| O] 0| O] O| O] O| O] O] O| O| O| O| Of O] O] O O] O| O] O O
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ANEXO 7: Evaluaciones de tratamientos de desinfeccion para G. weberbaueri

D1
3| 7|11|15|19|23|27|31( 3| 7|11(15(19(23|27 (31| 3| 7/11|15|19|23|27|31
CON RESPUESTAY SANO 8| 8| 8| 8| 8| 8| 8| 8| 7|10 9| 9| 8| 7| 7| 7| 7| 9| 7| 7| 7| 7| 7| 7
SIN RESPUESTA'Y SANO 20 2| 2| 2| 2| 2| 2| 2 3| O 1| 1| 1| 2| 2| 2| 3| 1| 2| 2| 2| 2| 2| 2
CON RESPUESTA CONTAMINADO | O| O| O| O| O| O O O O O O O 1| 1| 1| 1) 0| O 1| 1| 1| 1| 1| 1
SIN RESPUESTA CONTAMINADO 0| 0| 0| O] O| O| O| Of O] O] O| O] O] O| Of Of O| O| O| O O| O O| O
D2
3| 7|11|15|19|23|27|31| 3| 7|11|15|19|23|27 (31| 3| 7|11|15|19|23|27|31
CON RESPUESTAY SANO 8| 8| 5| 4| 4| 4| 4| 4| 9| 9| 7| 6| 5| 5| 5| 51 9| 9| 5| 5| 5| 5| 5| 5
SIN RESPUESTA'Y SANO 2 2 1) 1) 1| 1| 1| 1f 1| 1| 1| 1 1 1| 1| 1 1} 1) 1) 1| 1| 1| 1] 1
CON RESPUESTA CONTAMINADO | O| O| 3| 5| 5| 5| 5| 5| 0| O 2| 3| 4| 4| 4| 4| 0| O] 4| 4| 4| 4| 4| 4
SIN RESPUESTA CONTAMINADO 0| 0| 0| 0| O| O| O| O] O| O] O| O] O] O| O| O| O| O| O| O| Ol O O| O
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ANEXO 7: Evaluaciones de tratamientos de desinfeccion para G.weberbaueri (Continuacion)

D3
3| 7|11|15|19|23|27|31| 3| 7|11|15|19|23|27 (31| 3| 7|11|15|19|23|27|31
CON RESPUESTA'Y SANO 20 2 1) 1| 1| 1| 1| 1f 1) 1| 3| 1| 1| 1| 1| 1| 3| 3| 2| 2| 2| 2| 2| 2
SIN RESPUESTA'Y SANO 8| 8| 8| 8| 8| 8| 8| 8 9| 9| 8| 8| 8| 8| 8| 8 7| 7| 7| 7| 7| 7| 7| 7
CON RESPUESTA CONTAMINADO | O O 1| 1| 1| 1| 1| 1| Of 0| O 1| 1| 1| 1| 1f{ O] O] 1| 1| 1| 1| 1| 1
SIN RESPUESTA CONTAMINADO o| 0| 0| O] 0| O| O| O] O| O] O] O O| O| O| Of O] O] O O] O| O] O O
D4
3| 7(11|15|19|23|27 (31| 3| 7|11}15|19|23|27|31| 3| 7|11|15|19|23|27 |31
CON RESPUESTA'Y SANO 7| 8| 8| 8| 9| 8| 8| 8| 7|10 8| 8| 7| 7| 7| 7| 7| 9| 7| 7| 7| 7| 7| 7
SIN RESPUESTA'Y SANO 31 2 2| 2] 1| 1| 1| 1| 3| 0] 2| 2| 2| 2| 2| 2| 3| 1| 2| 2| 2| 2| 2| 2
CON RESPUESTA CONTAMINADO | O| O O O Of 1| 1| 1| 0 O O O| 1| 1| 1| 1) 0] O 1| 1| 1| 1| 1| 1
SIN RESPUESTA CONTAMINADO 0| o0 0| O] O| O| O| Of O] O] O] O] O] O| O Of O| O| O| O| O| O O| O
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ANEXO 8: Evaluaciones de medio de cultivo para G. weberbaueri

MS

3| 7[11|15|19(23|27(31| 3| 7|11|15(19(23|27 (31| 3| 7[11|15|19[23|27(31
CON RESPUESTA Y SANO 1/ 1] 2| o/ o] o] o] o] 2| 2| 1| 1| 1| 1| 1| 1| o] 2| 1| 1| 1| 1| 1| 1
SIN RESPUESTA Y SANO 4 20 1] 1] 1| 1] 1] 1| 3] 2| 2| 2| 2| 2| 2| 2| 5| 3| 2| 2| 2| 2| 2| 2
CON RESPUESTA CONTAMINADO | 5| 7| 7| 9| 9| 9| 9| 9| 5| 6| 7| 7| 7| 7| 7| 7| 5| 5| 7| 7| 7| 7| 7| 7
SIN RESPUESTA CONTAMINADO | 0| o| o| o| o| o| o| o] o| o| o| o| o| 0| o| of 0| 0| o] 0| 0| 0| 0] O

MS+PPM

3| 7[11|15|19(23|27(31| 3| 7|11|15|19(23 (27|31 3| 7[11|15|19|23|27|31
CON RESPUESTA Y SANO 7| 8| 8| 8| 9| 8| 8| 8| 7|10| 8| 8| 7| 7| 7| 7| 7| 9| 7| 7| 7| 7| 7| 7
SIN RESPUESTA Y SANO 30 2| 2| 2| 1| 1| 1| 1| 3| of 2| 2| 2| 2| 2| 2| 3| 1| 2| 2| 2| 2| 2| 2
CON RESPUESTA CONTAMINADO | o| o| o| o| of 1| 1| 1| of o| of of 1| 1| 1| 1| of of 1| 1| 1| 1] 1| 1
SIN RESPUESTA CONTAMINADO | 0| 0| o] o] o] o| o| o] o] o] o] o] o] o] o] o] 0] 0] o] 0] 0] 0] O] O
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ANEXO 9: Evaluaciones del fotoperiodo durante la incubacién de G. weberbaueri

SIN OSCURIDAD

3| 7|11|15|19|23|27|31| 3| 7|11|15|19|23 |27 (31| 3| 7|11|15|19|23|27|31
CON RESPUESTA'Y SANO 6| 6| 7| 8| 8| 7| 7| 7 7| 8| 8| 8| 8| 7| 7|7 7| 8|77 7| 7| 7|7
SIN RESPUESTA'Y SANO 4\ 4| 3| 2| 2| 2| 2| 2| 3| 2| 2| 2| 2| 2| 2| 2| 3| 2| 2| 1| 1| 1| 1| 1
CON RESPUESTA CONTAMINADO | O| O O O O 1| 1| 1| O O O O] O| 1| 1| 1] O] O 2| 2| 2| 2| 2| 2
SIN RESPUESTA CONTAMINADO 0| 0| 0| O] O| O] O| Of O] O] O| O] O] O| O| Of O| O| O| O| O| O O| O

OSCURIDAD

3| 7|11|15|19|23|27|31| 3| 7|11|15|19|23|27(31| 3| 7|11|15|19|23|27|31
CON RESPUESTAY SANO 7| 8| 8| 8| 9| 8| 8| 8| 7|10 8| 8| 7| 7| 7| 7| 7| 9| 7| 7| 7| 6| 6| 6
SIN RESPUESTA'Y SANO 312 2| 2| 1| 1| 1| 1| 3| O] 2| 2| 2| 2| 2| 2| 3| 1| 2| 2| 2| 2| 2| 2
CON RESPUESTA CONTAMINADO | O| O O O O 1| 1| 1| Of O O| O| 21| 1| 1| 1) O] O 1| 1| 1| 2| 2| 2
SIN RESPUESTA CONTAMINADO 0| o0 0| O] O| O| O| Of O] O] O| O] O] O| O Of O| O| O| O O| O O| O
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ANEXO 10: Evaluaciones de la época de introduccion de explantes de G. weberbaueri

JUNIO JULIO AGOSTO SETIEMBRE
3| 7(11|15]19|23|27 |31 7111|15|19(23|27|31| 3| 7|11|15|19|23|27|31| 3| 7|11|15|19|23|27|31
CON RESPUESTA 'Y SANO 10112(12|12|13|12|12|12 707777, 7| 7| 5| 6| 7|10] 7| 4| 4| 4] 6| 9| 4| 3| 3
SIN RESPUESTA'Y SANO 5| 3| 3| 3] 2| 2| 2| 2 8| 3| 3| 3| 3| 3| 3(10| 9| 5| 2| 2| 2| 2| 2| 9| 6| 3
CON RESPUESTA
CONTAMINADO 0| 0] 0] O] O] 1] 1] 1 0| 5| 5| 5| 5| 5| 5] 0] O] 3] 3| 6| 9] 9| 9 0| 0| 810(10|12|12|12
SIN RESPUESTA CONTAMINADO | 0| 0| 0| O] O| O] O O 0| 0| 0| O] O| O| Of O] O] O O| O| O] O] O] O] O| O| O| O] O] O] O
OCTUBRE NOVIEMBRE DICIEMBRE ENERO
3|1 7|11|15|19|23|27|31| 3 11(15(19(23|27|31| 3| 7|11|15|19|23|27|31| 3| 7|11|15|19|23|27|31
CON RESPUESTA'Y SANO 6|10 6 2| 2 6 5| 4] 0| 0] O| O] 7| 7 1/ 0| O O] 8/11|10| 9| 9| 6| 6
SIN RESPUESTA'Y SANO 9| 5| 3 9 5| 4] 4] 4| 4| 4] 8| 8 3|1 3| 3| 3] 7| 4| 4| 4| 4] 3| 3
CON RESPUESTA
CONTAMINADO 0|l 0| 6| 9/10|10|10|10| O 5| 7|11|11|11|11| 0| O| 7| 7|11|12|12|12f O| O| 1| 2| 2| 6| 6| 9
SIN RESPUESTA
CONTAMINADO 0| 0| 0| 0| O] O] O] O] O 0| 0| 0 0] O O] O| O] O] O] O] O O| Of O] O] O] O] O O] O| O
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ANEXO 10: Evaluaciones de la época de introduccién de explantes de G. weberbaueri (Continuacion)

FEBRERO MARZO ABRIL MAYO

31 7(11(15|19(23|27|31| 3| 7(11|15|19|23|27 (31| 3| 7|11|15|19|23|27|31| 3| 7|11|15|19|23|27 |31
CON RESPUESTAY
SANO 3 10(11| 7| 5| 4| 3| 3|10|11|10| 8| 6| 5| 4| 4|11|11(10| 9| 7| 7| 6| 6|11|11|10|10| 9| 9| 8| 8
SIN RESPUESTAY
SANO 3 5| 3| 3| 3] 3| 3| 3| 5| 4| 1| 1| 1| 1| 1| 1| 4| 4| 4| 4| 4| 3| 3| 3| 4| 4| 4| 4| 4| 4| 4| 4
CON RESPUESTA
CONTAMINADO 9 O| 1| 5| 7| 8| 9| 9|1 0| O| 4| 6| 8| 9|10(10| O| O| 1| 2| 4| 5| 6| 6( O] O] 1| 1| 1| 2| 3| 3
SIN RESPUESTA
CONTAMINADO 0 o| 0| 0| O] 0| O] O| O| O| O] O] O| O| O| O] O O| O] O| O| O| O| Of O] O] O O] O| O] O O
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ANEXO 11: Evaluaciones de G. weberbaueri procedente de los sitios de colecta de Selva Central

PROCEDENCIA 1
3| 7|11|15|19|23|27|31( 3| 7|11(15(19(23|27 (31| 3| 7/11|15|19|23|27|31
CON RESPUESTAY SANO 8110|12|12|12|12|12|12| 7|10| 8| 8| 7| 7| 7| 7 7| 9| 7| 7| 7| 7| 7| 7
SIN RESPUESTA'Y SANO 71 5| 3 3] 0] 2| 2 21 2| 2] 3| 1| 2| 2| 2| 2| 2| 2
CON RESPUESTA CONTAMINADO | 0| 0| O 0|l 0 0| O 1| 1| 1f{ 0o O 1) 1] 1
SIN RESPUESTA CONTAMINADO 0] 0| O 0| 0 0| O 0| 0 0] O] O 0] 0] O
15(15|15|15|15|15|15|15]10|10|10|{10|10|10|10|10|10|10|10|10|10|10|10|10
PROCEDENCIA 2
3| 7|11|15|19|23|27|31| 3| 7|11|15|19|23|27|31 7111115|19|23|27|31
CON RESPUESTAY SANO 5| 6| 2| 3| 3| 3| 3| 3 6| 8 5| 3| 3| 3| 3| 3 9| 4| 4| 4| 4| 4| 4
SIN RESPUESTA'Y SANO 10 9| 7| 4| 4| 4| 4| 4] 9| 7| 4| 4| 4| 4| 4| 4|10| 6| 6| 4| 4| 4| 4| 4
CON RESPUESTA CONTAMINADO | O| O| 6| 8| 8| 8| 8| 8| 0| 0| 7| 8| 8| 8| 8| 8| 0| O| 5| 7| 7| 7| 7| 7
SIN RESPUESTA CONTAMINADO 0| 0| 0| O] O| O| O| Of O] O] O] O] O] O| O| Of O| O| O| O O| O O| O
15(15|15|15|15|15|15|15]15|15|16|15|15|15|15|15(15|15|15|15|15|15|15|15
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ANEXO 12: Evaluaciones de los tratamientos de multiplicacion para G. weberbaueri

M1

0|l 0] O

1

6

1
1

6(0/0| 8

2|{0/0| O

6

2

6

2

0| 0| 0] 0|0|0O] O

6

1
1

6(0/0| 8

2(0/0| O

6

2

2

2

6

2

3|17|111(15|19|23|27(31(3|7|11|15|19(23|27|31|3|7|11|15|19|23|27|31

0|0 0f 0| O O] O| OfO|O| O] O] O] O] O| O|O|O| O] O] O O] O] O

M2

1

0| 0| 0] O] O
0|l 0 0] 0] O

7

2
3
3

1({0|0

7|0/0| O

1

7

1

7

0| 0| 0| O| 0|0]|O
0| 0| 0] 0| 0)|0]|0O

6

3
3

0

0

6(0/0| O

2

6

2

0| 0| 0| 0| 0|00
0| 0] 0] O 0)0]|0

6

2
3
3

0

3|7111)15(19|23|27|31(3|7|11|15|19|23|27|31|3|7|11|15|19|23|27|31

0

O BROTES |0|0| 8
1 BROTE

2 BROTES (00| O| O| O] Of 0| 0|0|0| O

3 BROTES |0|0| O

0 BROTES |0]|0
1 BROTE

2 BROTES (0|0

3 BROTES |0|0| O

M3

2| 2| 2| 2

2

110|/0| 0| Ol O] O| O] O

1

1

2| 2| 2| 2|0|0| 2

1

2
1

3|7(11|15|19(23|27|31|3|7|11{15|19|23|27|31|3|7|11|15|19|23(27|31

0|0| 3| 3] 3| 3| 3] 3|]0|0] 3

OBROTES (00| 5| 5| 5| 5| 5| 5|0|0| 5| 5| 5| 5| 5| 5|0|0| 6| 6| 6| 6| 6| 6

1 BROTE

2BROTES [0|0| O] O| O] O| O] OfO|0O| O

3 BROTES (0|0 O] O] O] O] O Of|O|O| O] O] O] O] O| O|O|0O| O] O] O} O] O] O

M4

317111|15|19|23|27|31|3|7|11|15|19|23|27|31|3|7|11|15|19|23|27|31

0|0 0| O] O] O] O] O|O|O|] O] O| O] O| O] O|O|O] O] O| O] O] O] O

0 BROTES (O0(O| O| O| O| O] O| OfO|O| O| O] O| O| O O|O|O| O| O] O O| O O

1 BROTE

2 BROTES |0|0| O] O| O] O| O] OfO|O| O] O] O] O] O| O|O|O| O] O] O) O] O] O

3 BROTES (O0(O| O| O| O| O] Of OfO|O| O| O| O| O| O| O|O|O| O| O] O O| O O
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ANEXO 13: Evaluaciones de la longitud de brotes por tratamientos de multiplicacion

de G. Weberbaueri

LONGITUD DE BROTE

M1 M2 M3
2 1 2 3 2 3
ElB B|L B BIL |E|B|L B E|B B|L B
1| 38| [1] 3.2 |1 32| [1]| 4| |1| 42| [1] 33|1|1| 3|1]1] 3.7|1|1
12| 3|1|2| 35|1|2] 35|1|2| 3.7|1|2| 4|1|2| 3.2(2|1] 35(2|1| 42|21
3 35| (3| 3.1| [3| 35| [3] 35| [3] 3.7 [3] 3.1|3|1]| 36| |1| 4
1| 3| |1| 4| |1| 4| |1] 36| |1| 3.8] |1] 3.8 2| 3.7
22| 3.7|2|2| 36(2]2| 3.8|2|2| 3.5[2(2| 4|2|2| 3.7 3| 3.9
3| 3| |3| 38| 3| 4| |3| 38| |3] 37| [3| 4
1| 3| [1] 35| [1] 3.3
2| 3.2(3(2| 3.4|3|2] 32
3| 3| [3] 3| |3] 35
1| 4| [1] 35| [1]| 3.7
2| 3.8|4(2| 4l|4a|2] 35
3] 37| [3| 3.7| [3] 4
1| 3.8 [1] 3| [1| 4
2| 36(5(2| 3.2|5|2] 42
3 4| (3] 3| (3] 4
1| 3.7 1] 4| [1]| 3.2
2| 3.8|6[2| 3.6/6|2] 3.5
3 4| (3| 4| [3] 33
1| 35| [1] 3
72| 3.3|7|2] 38
3| 4| |3]| 35
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ANEXO 14: Resultados de las pruebas estadisticas

Prueba de t- Student para tratamientos de pre desinfeccion de G. weberbaueri

Two Sample t-test

data: df$rpta by df$trat
t = 8.4853, df = 4, p-value = 0.001058
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to ©
95 percent confidence interval:
26.91171 53.08829
sample estimates:
mean in group pdl mean in group pd2
73.33333 33.33333

Prueba de ANOVA para tratamientos de desinfeccion de G. weberbaueri

Analysis of Variance Table

Response: df$rpta

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
df$trat 3 7300.0 2433.33 73 3.742e-06 ***
Residuals 8 266.7 33.33

Signif. codes: © ***’ 9,001 “**’ @0.01 ‘*’ ©0.05 ‘.” 0.1 1
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ANEXO 14: Resultados de las pruebas estadisticas (Continuacion)

Prueba de Tukey para tratamientos de desinfeccion de G. weberbaueri

Study: Brotes con respuesta y sanos
por tratamientos de desinfeccidn

HSD Test for df$rpta
Mean Square Error: 33.33333
df$trat, means

df.rpta std r Min Max
D1 73.33333 5.773503 3 70 80
D2 46.66667 5.773503 3 40 50
D3 13.33333 5.773503 3 10 20
D4 73.33333 5.773503 3 70 80

Alpha: ©.05 ; DF Error: 8
Critical Value of Studentized Range: 4.52881

Minimun Significant Difference: 15.09603
Treatments with the same letter are not significantly different.

df$rpta groups

D1 73.33333 a
D4 73.33333 a
D2 46.66667 b
D3 13.33333 C

Prueba t- Student medio de cultivo para G. weberbaueri

Two Sample t-test

data: df$rpta by df$trat
t = -14.206, df = 4, p-value = 0.0001426
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to ©
95 percent confidence interval:
-79.65634 -53.61032

sample estimates:

mean in group MS mean in group MS+PPM

6.70000 73.33333
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ANEXO 14: Resultados de las pruebas estadisticas (Continuacion)
Prueba t- Student para el efecto de la oscuridad en la incubacion de G. weberbaueri

Two Sample t-test

data: df$rpta by df$trat
t =0, df = 4, p-value = 1
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to ©
95 percent confidence interval:
-8.632319 8.632319

sample estimates:

mean in group OSCURIDAD mean in group SIN OSCURIDAD

70 70

Prueba t- Student para procedencias de G. weberbaueri

Two Sample t-test

data: df$rpta by df$trat
t = -3.0244, df = 4, p-value = 0.039
alternative hypothesis: true difference in means is not equal to ©
95 percent confidence interval:
-72.245517 -3.087817
sample estimates:
mean in group Chanchamayo mean in group Satipo
20.00000 57.66667
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ANEXO 14: Resultados de las pruebas estadisticas (Continuacion)
Prueba de Kruskal- Wallis para tratamientos de multiplicacion de G. weberbaueri

A $statistics
Chisq Df p.chisq t.value MSD
10.72202 3 0.01332801 2.306004 1.245385

$parameters
test p.ajusted name.t ntr alpha
Kruskal-Wallis none df$trat 4 0.05
$means
df.rpta rank std r Min Max Q25 Q50 Q75

M1 ©.750 8 0.0000000 3 0.75 0.750 0.7500 0.750 0.7500
M2  2.500 11 0.2165064 3 2.25 2.625 2.4375 2.625 2.6250
M3  0.375 5 0.1250000 3 0.25 0.500 0.3125 0.375 0.4375
M4  ©.000 2 0.0000000 3 0.00 0.000 0.0000 0.000 0.0000

$groups

df$rpta groups
M2 11 a
M1 8 b
M3 5 C
M4 2 d
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ANEXO 15: Resultados de la Clinica de Diagnosis de Fitopatologia y Nematologia
Vegetal de las Vitroplantas

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

Clinica de Diagnosis de Fitopatologia y Nematologia
Av. La Universidad s/n - La Molina Apdo. 056 L-12
Telefax: 349-6631 rpm # 9470-14023
e-mail: clinica@lamolina.edu.pe

olina, 09 de abril de 2019
122-2019 CCG 006
T 106

Sres.
~ Ing. MARICEL JADITH MOSTIGA RODRIGUEZ
~ LaMolina (Tesis de Maestria en Conservacién de Recursos Forestales)

Presente -
De mi consideracion:
resultado del analisis fitopatologico de una muestra de plantitas In Vitro de Bambu (Guadua

weberbaueri), son sintomas de amarillamiento foliar y pudricién rosada de cuello de plantitas, procedente
|BT UNAL, La Molina; Lima Metropolitana, es el siguiente:

ANALISIS DE TEJIDO VEGETAL.

METODO :
(Cuello) . RESULTADO
Examen Microscopico Acremonium sp..
Medio PDAA Acremonium sp

AGNOSTICO.
el cuello de plantitas de Bambu in vitro que nos envié se ha aislado Acrecomium, hongo que

gzbtemente esté ocasionando las pudriciones de esa zonay como consecuencia, el amarillamiento
3

COMENDACIONES.
‘No solamente se requiere que el medio nutritivo de enraizamiento se encuentre esterilizado, sino

‘también las muestras vegetales a sembrar deben de ser desinfestados sumergiéndolas en una
gm:hlucién de hipoclorito de calcio al 0.1 %, luego de la cual hay que enjuagarlo por tres veces en agua
bidestilada estéril y secarlo bien antes de sembrarlo en el medio nutritivo.

despedimos de ustedes recordandoles que la Clinica de Diagnosis esta a su disposicion para
uier consulta.

nente,

Mg. Sc Walter Apaza Tapia
COORDINADOR
CLINICA DE DIAGNOSIS
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ANEXO 16: Resultados de la Clinica de Diagnosis de Fitopatologia y Nematologia
Vegetal de las plantas madres

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

T 2
by h? Clinica de Diagnosis de Fitopatologia y Nematologia
Av. La Universidad s/n - La Molina Apdo. 056 [.-12
Telefax: 349-6631 rpm # 9470-14023
e-mail: clinica@lamolina.edu.pe

Srta.
~ Ing. MARICEL MOSTIGA RODRIGUEZ (Tesista de Maestria)
Callao

Presente -
De nuestra consideracion:
. El resultado del analisis fitopatolégico de una muestra de una mata de plantas en bolsa de Bambu

peruano (Guadua weberbauer), con sintomas de Necrosis de hojas inferiores, pudricion incolora de
raicillas; hongo en un tocén muerto, procedente de Vivero Forestales, UNALM, La Molina; Lima

1. ANALISIS DE TEJIDO VEGETAL.

METODO RESULTADO
Examen Microscopico mof&rg | Basidiomicete
Medio PDAA raices | Fusarium oxysporum
Medio PARB raices Pythium sp.

AGNOSTICO.
Las raices de los brotes de bambu estan siendo afectadas por Pythium sp., oomycete de suelo
que es favorecido por la alta humedad,
¥ Los hongos: Fusarium oxysporum en las raices, y el basidiomicete en el tocon muerto, se
encuentran como secundarios

RECOMENDACIONES.

v Controle el volumen de agua y frecuencia del riego para evitar excesos de humedad en el

- sustrato que favorece las infecciones por Pythium. .
v Puede realizar una aplicacién de un fungicida a base de Metalaxil, a la dosis recomendada por

el fabricante, dirigido a la base de los brotes y raices. Repetir a los 14 dias.

- ¥ Los brotes pueden ser utilizados sin inconvenientes para extraer meristemas y yemas en el

proceso de cultivo de tejidos para regenerar nuevas plantas.

s despedimos de ustedes recordandoles que la Clinica de Diagnosis esta a su disposicion para
uier consulta. .

‘

Mg. Sc Larlos Cadenas Gi
ESPECIALISTA

CLINICA DE DIAGNOSI

b. Sc Walter Apaza Tapia
COORDINADOR
LINICA DE DIAGNOSIS
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