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RESUMEN

Debido a que actualmente la tasa de multiplicacién de Guadua es muy baja
mediante métodos convencionales, es que en esta investigacion se plante6 desarrollar un
protocolo de propagacion in vitro para la produccion masiva de esta especie forestal. En el
proceso de seleccion de explantes se comprobd que el material vegetal para la propagacion in
vitro de Guadua angustifolia es la micro estaca, con un porcentaje de aproximadamente 95%
de éxito de explantes libres de patdgenos y 80% de prendimiento para el T3 (MS + 6 mg/L
BA) en la fase de establecimiento. El protocolo que se obtuvo para la “Propagacion in vitro de
Guadua angustifolia (Bambl) a partir de microestacas de plantas desarrolladas en
invernadero” consiste en la obtencion de microestacas conteniendo un nudo con una yema
activa; seguido de la desinfeccion con benomilo 0,2% sulfato de estreptomicina 0,1% y 02
gotas de tween 20, hipoclorito de sodio al 1,1% y PPM (2ml/L), seguido de 3 semanas de la
fase de iniciacion, las dos primeras en oscuridad y la Gltima en penumbra con la misma adicion
de PPM y BA 6mg/L, luego 5 subcultivos sin division cada 4 semanas (MS 4,43 ¢g/L + BA
6mg/L) y 4 subcultivos con division cada 6 semanas, todo ellos con la adicion de la citoquinina
BA 6mg/L con el mismo MS (1962). En la fase de multiplicacion las vitroplantas fueron
incubadas en cdmara de crecimiento vegetal a una temperatura de 26+2°C, 70% de humedad
relativa, fotoperiodo de 16 horas luz e intensidad luminica de 5440 lux. La aclimatacion duro
8 semanas en sustrato PREMIX #8 en camara climética. Con este protocolo se logré una tasa

de multiplicacion de 2,97 micromacollos/6 semanas.

Palabras claves: Micropropagacion, Guadua angustifolia, citoquininas, auxinas, aclimatacion.
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ABSTRACT

Due to the fact that the multiplication rate of Guadua is currently very low
through conventional methods, is that in this research it was proposed to develop an in vitro
propagation protocol for the mass production of this forest species. In the explant selection
process, it was found that the plant material for the in vitro propagation of Guadua angustifolia
is the micro stake, with a success rate of approximately 95% of pathogen-free explants and
80% of seizure for T3 (MS + 6 mg/L BA) in the establishment phase. The protocol that was
obtained for the "In vitro propagation of Guadua angustifolia (Bamboo) from micro stakes of
plants developed in greenhouses™ consists of obtaining micro stakes containing a knot with an
active bud; followed by disinfection with benomyl 0.2% streptomycin sulphate 0.1% and 02
drops of tween 20, sodium hypochlorite 1.1% and PPM (2ml/L), followed by 3 weeks of
initiation phase, the first two in darkness and the last in darkness with the same addition of
PPM and BA 6mg/L, then 5 subcultures without division every 4 weeks (MS 4.43 g/L + BA
émg/L) and 4 subcultures with division every 6 weeks, all of them with the addition of
cytokinin BA 6mg/L with the same MS (1962). In the multiplication phase of vitroplants, were
incubated in a plant growth chamber at a temperature of 26 + - 2°C, 70% relative humidity, 16
light-hour photoperiod and 5440 lux luminous intensity. The acclimatization lasted 8 weeks in
PREMIX substrate #8 in climatic chamber. With this protocol, a multiplication rate of 2.97

micromacollos / 6 weeks was achieved.

Keywords: Micropropagation, Guadua angustifolia, cytokinins, auxins,

acclimatization.
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ABREVIATURAS

BA: Bencilaminopurina

AIA: Acido indolacético

ANA: Acido 1-naftalenacético

AIB: Acido indolbutirico

DCA: Disefio completamente al azar

HCI: Acido clorhidrico

INIA: Instituto Nacional de Innovacion Agraria
MINAGRI: Ministerio de Agriculturay Riego
MS: Medio de cultivo de Murashigey Skoog (1962)
m.s.n.m: metros sobre el nivel del mar

NaOH: Hidrdxido de sodio

PPM: Mezcla Preservativa de Plantas

Ri..3: Repeticion 1 hasta la repeticion 3

Ti...16: Tratamiento 1 hasta el tratamiento 16
ZEA: Zeatina

2-ip : 2isopentenil-adenina
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.  INTRODUCCION

Los bambues son el Unico grupo de gramineas enteramente adaptado y
diversificado a partir de los bosques (Londofio, 2005). Esta planta en su totalidad [...] puede
ser utilizada para diversos fines, desde épocas prehistoricas, hasta el presente y con la
tecnologia que proyecta hacia el futuro, su uso no tiene limites salvo la imaginacion del hombre

(Moran, como se citd en Afazco, 2013).

Londofio (2005) refiere que los bambues dentro de la familia Poaceae forman
la subfamilia Bambusidae de los cuales tenemos dos tribus, los lefiosos y los herbéaceos. Entre
los bambues lefiosos que predominan en América sobresale la especie Guadua angustifolia,
“seleccionada como una de las 20 mejores del mundo por sus excelentes propiedades fisico —
mecanicas, su gran tamario (20 — 30 m) y por su comprobada utilizacién en la industria de la
construccion, pisos, paneles y aglomerados” (Afiazco 2013). Sin embargo, la propagacion
sexual de esta especie tiene problemas para la multiplicacion a gran escala, pues se requiere
de semillas y la produccion de semillas se presenta de los 30 a 60 afios de su ciclo de vida
(Mishra, Patel, Tadav, Shirin y Ansari como se cité en Mendoza, Tamayo y Pacheco, 2010).
Ademas, “la viabilidad de la semilla es muy baja y su tiempo de germinacién es prolongado”
(Mendoza et al. 2010).

La micropropagacion vegetal “es la técnica que mayor aporte préactico ha
brindado dentro del campo de la biotecnologia” (Ramirez, 2013). Sus posibles usos van desde
los estudios teoricos de fisiologia y bioquimica vegetal, obtencién de plantas libres de
patdgenos, propagacion masiva, conservacion de germoplasma, mejoramiento genético
mediante induccién de mutaciones y seleccion in vitro, entre otros (Pérez, como se cit6 en

Ramirez, 2013); y “la ingenieria genética” (Herrera, como se cit6 en Ramirez, 2013).

Debido a que actualmente la tasa de multiplicacién de Guadua es muy baja
mediante métodos convencionales, es que se requiere desarrollar un protocolo de propagacion

in vitro para la propagacion masiva de esta especie forestal.



En esta investigacion se plantean los objetivos 1) determinar el método de
desinfeccion y el medio de cultivo adecuado para el establecimiento in vitro de microestacas
de Guadua angustifolia; 2) comprobar que la composicién del medio de cultivo permite
superar la tasa de multiplicacion de Guadua angustifolia reportada por métodos
convencionales y 3) determinar el mejor sustrato en la etapa de aclimatacion en funcion de la

menor tasa de mortandad de las vitroplantulas de Guadua angustifolia.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. GENERALIDADES DE LA ESPECIE
2.1.1. CLASIFICACION BOTANICA Y TAXONOMICA

El bambu es una planta graminea, la cual se clasifica de la siguiente manera
segun Londofio (2002):

e Reino : Plantae
e Clase : Liliopsida
e Orden : Poales

e Familia :Poaceae

e Subfamilia : Bambusoideae
e Tribu : Bambusodae
e Género :Guadua

e Especie :angustifolia

2.1.2. DISTRIBUCION

Debido a su adaptabilidad, los bambles son una categoria paraguas que
contiene muchas especies diferentes tales como la Guadua angustifolia, Bambusa vulgaris,
Chusquea spp. entre otras, tienen una amplia distribucion geografica y son constituyentes
importantes de la flora natural de muchas partes de las regiones tropicales, subtropicales y
templado-medio del mundo. Se encuentran en mayor abundancia en el sur y sureste de Asia,
desde la India a través de China, Japon y Corea. La isla de Madagascar es rica en géeneros y
especies endémicas, teniendo mas clases conocidas en toda el Africa. En Australia también se
han identificado especies endémicas (Figura 1). En el Hemisferio occidental, la distribucion
natural conocida se extiende desde los 39°25"'N en los Estados Unidos hasta los 47°S en
Argentina (Afiazco, 2013).



Figura 1: Distribucion mundial del bamba.

Fuente: Corporacion Auténoma Regional del Valle del Cauca (CVC) y Corporacion Aldea Global, 2005.

En Ameérica Latina se encuentran 20 géneros y 429 especies de bambues
lefiosos, las cuales se distribuyen desde los 27°N (Otate acuminata se encuentra en la parte
oeste-norte de México) a 47°S (Chusquea culeou en Chile). Del total de 1,100 especies y 65
géneros de bambues lefiosos (Londofio, como se citd en Afazco, 2013).

Londofio (2005) indica que “Ameérica Latina tiene 39% de los géneros. Brasil
tiene la mayor diversidad de especies de bambu (137), seguido por Colombia (70), Venezuela
(60), Ecuador (42), Costa Rica (39), México (37) y Peru (37)”. En el Per(, los bambues se

encuentran distribuidos practicamente en todo el territorio nacional (Figura 2).

En el sureste de la Amazonia, en los departamentos de Ucayali, Madre de Dios,
Cusco y Junin, existen grandes extensiones de bosques naturales con bambd, que de acuerdo
a la informacion oficial del Instituto Nacional de Recursos Naturales, corresponden a
aproximadamente 39,978 km? de bosques con bambd, siendo las especies dominantes Guadua
angustifolia, G. sarcocarpa, G. superba, G. chacoensis y G. paniculata (Londofio, como se
citd en Ministerio de Agricultura, luego Ministerio de Agricultura y Riego [MINAGRI],
2010); de manera similar, en los departamentos del noroeste del pais, especialmente en
Amazonas, San Martin, Cajamarca y en menor proporcion en Tumbes y Piura, se encuentran

bosques naturales de bamb(, mayormente del género Guadua angustifolia o G. affin



angustifolia, ademas de diversas especies del género Chusquea spp. En el valle de Cafiete, en
ambas margenes del rio del mismo nombre, existen plantaciones de Guadua angustifolia que

son aprovechadas por la poblacién local para sus construcciones rusticas (MINAGRI, 2010).
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Figura 2: Distribucion de especies nativas y exéticas de bambu en el Peru.

Fuente: MINAGRI 2010.



2.1.3. CLIMA

Los bambues en general prefieren climas tropicales o subtropicales con una
temperatura media anual entre 20° y 30°C, las temperaturas altas favorecen el crecimiento.
Algunas especies como Oxythenanthera abyssinica toleran temperaturas entre 40° y 50°C,
mientras que otras (Phyllostachys mitis) pueden soportar la nieve o temperaturas invernales
tan bajas como -8°C. En cuanto a la precipitacion tanto el clima tropical como el clima
subtropical son apropiados. Algunas especies crecen en sabanas de bosque semideciduos con

una época seca muy marcada (Liese, 1985).

La precipitacion requerida del bambu varia desde los “1000 mm hasta 4050
mm anuales” y “en particular, Guadua angustifolia se desarrolla muy bien desde el nivel del
mar hasta los 1600 m.s.n.m, pero también crece en buenas condiciones hasta los 2000

m.s.n.m., sin embargo, los rendimientos son mas bajos” (Pérez como se cit6 en Afiazco, 2013).

La Guadua tiene un 6ptimo de temperaturas entre los 20°C y 26°C. Requiere
precipitaciones entre los 1300 y 4000 mm, con buena distribucion a lo largo de todos los meses
del afio y humedad relativa del 80%. La luminosidad para el excelente desarrollo de la Guadua
debe estar comprendida entre las 1800 y 2000 horas luz/dia, equivalente entre 5 a 6 horas
luz/dia (Afazco, 2013).

2.1.4. SUELOS

EI MINAGRI (2008) indica que “la mayor parte de los bambues se desarrollan
en suelos franco arenosos y franco arcillosos y con buen drenaje. Cada especie tiene un habitat
definido, siendo por esta razon en muchos casos indicadores de distintos tipos de bosque”, “el
bambu no resiste suelos alcalinos o salinos y que tienen un éptimo desarrollo en un rango de

pH entre 5.0 y 6.5 (Liese, 1985 y Widmer como se cit6 en Montalvan, 1992).

2.1.5. DESCRIPCION BOTANICA DE LA Guadua angustifolia

Para el caso de la Guadua angustifolia que es un bambu lefioso la Corporacion
Auténoma Regional del Valle del Cauca (CVC) y la Corporacion Aldea Global (2005) indican
que “los estados de desarrollo de la Guadua le permiten tener diferentes matices de verde”,

ademas describen las partes de la planta de la siguiente manera:

2.1.6. RAICES
En el tallo de Guadua el sistema subterraneo lo conforman tallos modificados

que se denominan rizomas, los cuales crecen en forma horizontal y cumplen la funcién de



anclaje, absorcién, conduccion y almacenamiento de nutrientes. Estan conformados por tres

partes: el rizoma, raices y raicillas adventicias o alimentadoras.

En la Guadua las raices estan especializadas en la obtencion de agua y
nutrientes, dejando las funciones de reserva nutricional y soporte en un altisimo porcentaje al
rizoma. De la parte ventral del rizoma se generan aproximadamente el 40% de las raices, el

60% restante de las raices brotan de las ramificaciones del rizoma.

De las raices emergen raicillas laterales de diametros mucho menores, estas
raicillas poseen pelos absorbentes que facilitan la absorcion de agua y minerales por la planta,

a estas se les llama raicillas alimentadoras y estn ubicadas en los primeros 30 cm. del suelo.

El sistema de rizomas de la Guadua es de tipo “Paquimorfo” (Figura 3) el cual
es comun en los bambdes tropicales, en donde el rizoma es fusiforme, grueso, sélido macizo,
y promueven el crecimiento de los culmos en grupos o cepas aglutinadas (macollas). Su cuello
puede ser corto o largo; sus yemas laterales solo producen mas rizomas y las yemas axilares

solo culmos. Los entrenudos son méas anchos que largos.

Figura 3: Rizoma de Guadua angustifolia.

Fuente: MINAGRI 2010.

2.17. TALLO O CULMO

Son ejes cilindricos lefiosos y huecos que se originan en la punta (apice) del
rizoma, el cual al modificarse toma una direccidn ascendente o vertical. Estd conformado por
nudos y entrenudos que presentan didmetros y longitudes diferentes, segun la parte donde se

ubiquen.



CARACTERISTICAS

2.18.

Su didmetro y altura dependen del tamafio del rizoma que los genera.

El tallo una vez que brota del suelo lo hace con un didmetro definido (no presenta

crecimiento diamétrico), el cual disminuye proporcional y gradualmente con la altura.

Un tallo de Guadua en condiciones ambientales normales presenta entre 70 y 80
entrenudos con longitudes de 26 centimetros y diametros entre los 6 y 12 centimetros,

alcanzando una altura total promedio de 18 a 20 metros.

El primer tercio del culmo esté provisto de ramas basales (riendas), el tercio medio no
presenta ramas Yy el tercio final es mas delgado y esta provisto por ramas con hojas.

Durante sus primeros seis (06) meses de vida se denomina renuevo y esta cubierto en

su totalidad por hojas caulinares.

RAMAS

En la Guadua se observan dos tipos de ramas, cada una con funciones

especificas, siendo estas:

2.1.9.

Ramas Basales (Riendas). - Estructuras protectoras del tallo que se ubican en los
primeros 8 0 9 metros y tienen una longitud promedio de 3 a 5 metros. Poseen nudos
y entrenudos y en cada nudo se originan entre 2 y 4 espinas. Pueden ser empleadas de
acuerdo a su edad y posicion para propagacion de material vegetal

Ramas Apicales o Superiores. - Se localizan en el tallo a partir de los 12 metros de
altura, en estas ramas se encuentran las hojas y se realizan casi todas las actividades
fotosintéticas de la planta. Su longitud disminuye de manera gradual hacia la punta de
la Guadua dando forma de tridngulo. Conforman lo que se denomina el copo de la

planta.

HOJAS
La Guadua presenta la modificacion de estos drganos para que desarrollen

funciones especificas.



e Hojas Tipicas o Laminas Foliares. Estas hojas son las que elaboran las sustancias
nutritivas de la planta. Su coloracién es verde oscuro. En una planta adulta se

encuentran entre 14.000 y 22.000 hojas.

e Hojas Caulinares. Cumplen funciones de proteccion se encuentran en el tallo durante

los primeros estados de crecimiento.

En la Figura 4 se presenta la estructura aérea de la Guadua angustifolia.

Figura 4: Estructura aérea de Guadua angustifolia.

a) Entrenudo b) Nudo c) Yema d) Hoja caulinar
2.1.10. INFLORESCENCIAY SEMILLA
En la Guadua angustifolia se presenta una floracion de tipo esporadico
(algunos individuos en el guadual) observandose en los meses de abril y noviembre, en
Colombia. La inflorescencia se manifiesta por la aparicion de espiguillas, el follaje de la planta
cambia su color verde por un tono amarillo y pierde parte de sus hojas, es el signo precursor

de una nueva etapa en la vida de la planta.

La semilla de la Guadua se asemeja a un grano de arroz en su forma, tamario y

cubierta. Tiene una coloracion blanca en su interior y café claro en su exterior; tiene entre 5 y



8 mm de largo por 2 a 3 mm de grosor. Esta contenida en una espiga. La obtencidn de semillas
de Guadua angustifolia es dificil debido al alto porcentaje de espigas vacias y semillas no
fértiles.

2.2.  PROPAGACION
2.2.1. REPRODUCCION SEXUAL

Es el método convencional de reproduccion de la gran mayoria de las especies
vegetales y es aquel que se desprende de la germinacién de su semilla. Para el caso de la
Guadua se presenta una limitacion en el sentido de ser una especie de floracion esporadica, es
decir, solo algunos individuos del mismo “manchal” (grupo de varias guaduas) florecen en
periodos irregulares que generalmente coinciden con las épocas de lluvia. Ademas de esto, las
semillas tienen un periodo de viabilidad muy corto y las plantas producidas por este método
tienen un crecimiento demasiado lento. Por lo anterior este método de reproduccion no es

viable para la Guadua angustifolia (Botero, 2003).

2.2.2. PROPAGACION ASEXUAL
Es el proceso mediante el cual se utilizan partes de la planta para generar o
regenerar nuevas plantas. Actualmente los métodos mas usados son la siembra de rizomas o

raices, secciones de tallo y el cultivo de “chusquines” o brotes pequefios del rizoma.

El primer método es la siembra de rizomas, lo que genera brotes gruesos y
vigorosos en corto tiempo, pero es antiecondmico pues la extraccion de las raices (caimanes)
de la Guadua es muy complicada ademas de no considerarse método de multiplicacion sino de
trasplante. El rizoma del bambl es una prolongacion del tallo que cumple la funcién de
almacén de nutrientes, a los que se les cortan en fracciones de 40 — 50 cm, cuidando de no
dafiar las yemas, para ser plantados individualmente (Catasus, como se cité en Larraga et al.,
2011). Este método requiere mucha mano de obra que lo hace costoso, ademas de tener baja

tasa de multiplicacion (Gielis, Peeters, Gillis, Oprins y Debergh, 2001).

La siembra de secciones de tallo se puede realizar horizontal o verticalmente;
el agregar agua a los entrenudos mejora los prendimientos y se pueden utilizar tallos de
dimensiones variables, teniendo en cuenta que siempre deben contener un nudo con yema
activa para que desarrolle la nueva planta. A pesar de haberse obtenido prendimientos cercanos
al 70% se consideran que para la mayoria de los casos no se justifica la cosecha de tallos verdes

para establecer nuevas plantaciones (Botero, 2003).
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El método por estacas utiliza ramas laterales de una planta adulta y chusquines
en crecimiento. En Guadua angustifolia no es muy usado por los bajos porcentajes de
brotacién y prendimiento sumado a la experiencia que se requiere para la manipulacion de los

mismos (Gallardo et al., como se cit6 en Larraga et al., 2011).

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

disponibilidad de material vegetal (Gallardo et al., como se cit6 en Larraga et al., 2011).

El MINAGRI (2010) indica que la Guadua angustifolia es una especie muy
bondadosa para propagar. Los chusquines que generan los rizomas de las plantas adultas
vienen a representar la mejor opcién, pero requieren de experiencia en el manejo. La
extraccion de los hijuelos se debe realizar durante el invierno, periodo en donde las plantas se
encuentran en reposo vegetativo, extrayendo las plantitas con mucho cuidado sin afectar a la
planta madre ni al hijuelo. Una vez extraida las plantitas, estas se acondicionan en las camas
previamente acondicionadas en ambientes de invernadero conteniendo materia orgénica las
cuales se mantendran himedas para facilitar el enraizamiento; periodo promedio de 60 a 90
dias, para luego proceder al deshije y repicado. El deshije consiste en dividir las plantulas
madres previamente establecidas en los bancos de propagacion, las cuales producen entre siete
y quince nuevas plantulas. Esta fase se efectuara cada 60 a 90 dias, dependiendo el desarrollo
de las plantulas, que generalmente presentaron en promedio 30 cm — 40 cm de altura. Las
plantas repicadas seran acondicionadas en ambientes con sombra al 50% de filtracion,
acondicionadas con materiales disponibles en el lugar como hojas, o en su defecto con malla
raschel, durante 10 — 15 dias; las mismas que seran administradas con riegos frecuentes y
ligeros, tratando de mantener los hiumedos. Luego acondicionar en condiciones normales de
vivero por un periodo de 2 -3 meses. Las plantulas o chusquines seran trasplantadas, cuando
han adquirido en promedio 30 cm de altura, presenten numerosos brotes, y estén vigorosos.
Para la apertura de los hoyos se recomienda efectuarlas 30 dias antes de la plantacion, para

facilitar la actividad microbiana en las paredes; y un mejor desarrollo de la planta.
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Otra forma de propagacion asexual es “el trasplante directo, el cual requiere
plantas jovenes de dos a tres afios de desarrollo”, las cuales se colectan del campo y se llevan

al nuevo lugar a desarrollar la plantacion (Catasus, como se citd en Larraga et al., 2006).

Una alternativa de la propagacion vegetativa es la regeneracion vy
multiplicacién de plantas in vitro (Roca y Mroginsky, como se citdé en Hernandez y Gatica
2001), mediante esta técnica se pueden obtener copias idénticas de una especie en un tiempo
corto, generando un gran nimero de plantulas para su cultivo (Abdelnour y Escalant, como se
citd en Hernandez et al., 2001). Ya que la Guadua es una planta de propagacion asexual, esta

técnica (in vitro) es una alternativa para su propagacion masiva.

2.3. IMPORTANCIA ECOLOGICA

Salas (2006) indic6 que la Guadua es una planta que aporta mdultiples
beneficios para el medio ambiente y el hombre, sus productos cuando son empleados como
elementos integrales de la construccion de viviendas funcionan como reguladores térmicos y
de acustica, el rapido crecimiento de la Guadua, segun Giraldo y Sabogal (1999), permite
segtin el “Estudio aportes de biomasa aérea” realizado en el Centro Nacional para el Estudio
del Bambu-Guadua, producir y aportar al suelo entre 2 y 4 ton/ha/afio de biomasa, volumen
que varia segun el grado de intervencién del guadual; esta biomasa constituye entre el 10y el
14% de la totalidad de material vegetal que se genera en un guadual. La biomasa es importante,
ya que contribuye a enriquecer y mejorar la textura y estructura del suelo. El aporte anual de
biomasa general de un guadual en pleno desarrollo oscila entre 30 y 35 ton/ha/afio. Los rizomas
y hojas en descomposicion conforman en el suelo estructuras similares de esponjas, evitando
que el agua fluya de manera rapida y continua, con lo cual se propicia la regulacion de los
caudales y la proteccion del suelo a la erosion. El sistema entretejido de rizomas y raicillas
origina una malla, que les permite comportarse como eficientes muros biologicos de
contencion gue controlan la socavacién lateral y amarran fuertemente el suelo, previniendo la
erosion y haciendo de la Guadua una especie con funcion protectora, especial para ser usada
en suelos de ladera de cuencas hidrograficas. El agua proveniente de la lluvia que cae sobre el
guadual, permanece mucho tiempo en él, toma diversos caminos y tarda mas tiempo en caer
al suelo, dando como resultado la “regulacion de caudales,” ya que si la misma cantidad de
agua se precipitara sin obstaculos ocasionaria crecidas subitas y no se formarian reservas que
son empleadas dentro del sistema cuando se requiere, especialmente en épocas de verano.
Adicionalmente el dosel o boveda que se conforma por el follaje en riveras de fuentes de agua

impiden las perdidas por altas y rapidas tasas de evaporacion (subita) contribuyendo asi a la
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mencionada regulacion. Entre los aportes mas valiosos de la especie se debe mencionar su
comportamiento como una bomba de almacenamiento de agua, cuyo funcionamiento es el
principio de “vasos comunicantes” donde en épocas htimedas absorbe importantes volimenes
de agua gue almacena tanto en su sistema rizomatico como en el tallo. Se ha determinado,
segun estudios realizados en la hacienda Napoles, Municipio de Montenegro (Sabogal, como
se citd en Salas, 2006) y en el Centro Nacional para el Estudio del Bambu-guadua (Giraldo,
como se citd en Salas, 2006) que una hectarea de Guadua puede almacenar 30,375 litros de
agua, es decir, el agua para 150 personas por dia (se asume un consumo promedio de 200
litros/dia/persona). En época de verano cuando se percibe la necesidad de agua en el suelo, la
que se encuentra almacenada en la planta es aportada de manera paulatina al suelo (esponja

que suelta liquido).

2.4. IMPORTANCIA ECONOMICA

El MINAGRI (2010) al referirse a la importancia del cultivo e industria del
bambu en el mercado externo, indica que mas de la mitad de la humanidad lo viene utilizando
a diario; pues representa una alternativa viable ante materiales mas costosos. También refieren
que a corto y mediano plazo esperan que su uso sea masivo como fuente de energia en
reemplazo de los combustibles fosiles ya que es un recurso renovable y de rapido crecimiento.
El mercado mundial del bambu supera los diez mil millones de ddlares anuales, con un

potencial de crecimiento de 20 mil millones al afio 2015.

El bambd es utilizado en el Per( desde épocas ancestrales; actualmente su uso
esta limitado a la industria de la construccion de viviendas, albergues turisticos, muebleria
fina, cercos perimétricos, defensas riberefias, arborizacion urbana, artesania, como tutores en
cultivos agroindustriales, forraje, y algunas comunidades campesinas utilizan los brotes para

consumo humano, etc.

El MINAGRI (2010) también menciona que las especies de bambu nativas y
exoticas existentes en nuestro territorio, presentan una gran capacidad adaptativa a los
diferentes ecosistemas, que una vez establecidas, resisten desde lluvias prolongadas a grandes
periodos de sequia, suelos &cidos a un poco alcalinos, por lo que debe ser considerado como
uno de los cultivos mas importantes para el desarrollo econémico de la sociedad, por las

siguientes caracteristicas:
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e Su elevada productividad de brotes en determinadas especies permite establecer

paquetes tecnoldgicos para la industria alimentaria.

e Su complejo sistema radicular se adhiere al suelo presentando un excelente retenedor
de suelos y, asociado a su rapido crecimiento representa una alternativa para evitar la

degradacién de suelos y oportunidad de inversion en el sector forestal

e La propagacion asexual permite la difusion masiva del cultivo, permitiendo que la

poblacidn rural ejecute libremente los programas de reforestacion.

e Grandes posibilidades de sembrar bamb0 para la industria de pulpa para papel, y
tableros aglomerados, debido a que en el pais existen mas de diez millones de hectareas
degradadas; y que su incorporacion al sector productivo representaria fuente de riqueza

y empleo masivo en la poblacion rural.

2.5.  USOS DEL BAMBU
Segun José Mercedes (2006), la diversificacion del uso del Bambu se obtiene
segun su edad y la parte de la planta. Por ejemplo, a los 30 dias se puede utilizar como alimento

humano y a los 3 afios como estructura para construccion.

Takahashi, s/f, en el Plan Nacional de Promocion del Bambu del MINAGRI
(2010) presenta (Figura 5) el uso integral del bambu (Guadua angustifolia) segun las partes
de la planta, lo que da una idea general de la utilidad que tiene como producto, coincidiendo
con Mercedes (2006).
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UTILIZACION INTEGRAL DEL BAMBU
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Disefo Original: Prot Zhu (Por certesia do Takahashi)

Figura 5: Usos de las diferentes partes del bamb

Fuente: MINAGRI, 2010.

26. MICROPROPAGACION

La micropropagacion es un sistema de propagacion asexual, a partir de un
segmento de una planta madre, que da como resultado la propagacion masiva de plantas
genéticamente idéenticas, denominadas clones. Con esta biotécnica se incrementa de forma
exponencial el nimero de plantas en microexplantes menores a 1 cm de longitud o de diametro,
en los que se forman minusculos brotes que se desarrollan hasta la formacion de plantulas,
mediante el fendmeno de la regeneracion vegetal. Lo anterior se explica debido a que las
céelulas vegetales son capaces de generar una planta a partir de una simple célula, proceso

conocido como “totipotencialidad” (Salgado, 2015).

La formacion de plantas en tejidos vegetativos como los tallos y las hojas,
puede llevarse a cabo por dos diferentes maneras, en tejidos sin diferenciacion celular (callos)
y de forma directa en los explantes cultivados, regenerando plantas mediante la formacion de

brotes (organogénesis) o de embriones somaticos (embriogénesis somatica). Actualmente, la
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micropropagacion se practica con éxito en especies horticolas (Murashige, como se cito en
Villalobos y Thorpe 1991), ornamentales (Hughes, como se cité en Villalobos et al., 1991) y,
mas recientemente en especies lefiosas (Thorpe como se cit6 en Villalobos et al., 1991). En
algunas especies, esta metodologia ha mostrado importantes ventajas en comparacion con los

sistemas convencionales de propagacion; las mas importantes son:

Incremento acelerado del nimero de plantas derivadas por genotipo.
e Reduccion del tiempo de multiplicacion.

e Posibilidad de multiplicar grandes cantidades de plantas en un espacio reducido, a
bajos costos y en tiempos cortos (respecto a los métodos convencionales de

propagacion).
e Mayor control sobre la sanidad del material que se propaga.
e Facilidad para trasportar el material vegetal de un pais a otro.

e Posibilidad de multiplicar rapidamente una variedad de la cual sélo existan pocos

individuos.

2.7.  ORGANOGENESIS

Jiménez (1998) indica que la organogénesis se refiere a la formacion de un primordio unipolar
a partir de una yema con el subsiguiente desarrollo de éste en un brote vegetativo, existiendo
siempre una conexion entre los nuevos brotes y el tejido paterno. Estos brotes vegetativos son
posteriormente puestos a enraizar en otra etapa, via formacién de primordios de raices y el
enraizamiento. Los brotes pueden formarse directamente del explante (organogénesis directa)
o indirectamente a partir de callos (organogénesis indirecta). En contraste con laembriogénesis
somaética, en la via organogénica para lograr la formacién de una planta completa, ya sea por
via directa o indirecta, se requiere de una secuencia de medios de cultivo, ya que se favorece

asi la formacion de brotes e inhiben la formacion de raices y viceversa.

La organogénesis ha sido la base fundamental de la multiplicacion vegetativa, en donde
podemos diferenciar dos vias: la formacién de yemas axilares y la formacion de yemas

adventicias.
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2.7.1. FORMACION DE YEMAS AXILARES

Hu y Wang como se cit6 en Jiménez (1998) refieren que esta técnica se basa en la formacion
de brotes a partir de las yemas que se encuentran en las axilas de las hojas o primordios de
hojas, los cuales son divididos y subcultivados repetidamente. A pesar que este método no es
el mas répido, ha sido el més utilizado para la propagacion comercial debido a su estabilidad
con que se ha establecido en la mayoria de las especies y a la estabilidad genética de las plantas
regeneradas, siendo este el sistema de regeneracién en el cual se reportan los menores indices

de variacién genética.

2.7.2. EXPLANTE

Litz y Jarret (2004) refieren que el explante “es un tejido u drgano que es aislado de una planta
para iniciar los trabajos de micropropagacion”. La seleccidn de un explante con caracteristicas
adecuadas es esencial para el establecimiento de los cultivos in vitro, la eleccion se hace en

base al objetivo a estudiar y la especie vegetal involucrada (Cardoza, 2005).

Si la eleccidn del explante no limita la propagacion masiva, entonces la seleccion se hace en
base a la disponibilidad, facilidad de manipulacion, homogeneidad y la rapida respuesta in
vitro. Los explantes pueden ser tomados de plantas que son germinadas en invernadero, en

campo o en condiciones asépticas, in vitro (Roca y Mroginski, 1993).

Se ha observado que el uso de material vegetal adulto ha dificultado el cultivo de tejidos in
vitro més que cuando se trabaja con material juvenil (material revigorizado, semillas,
embriones o explantes de arboles jovenes) ya que estos tienen mayor grado de actividad
meristematica, por lo tanto, tienden a tener mayor plasticidad in vitro (Yildiz como se cit6 en
Gamarra, 2014). Son muy pocas las plantas que se han podido regenerar a partir de explantes
de &rboles maduros (Yepes, como se citd en Gamarra 2014)

El tamafio del explante puede determinar la respuesta in vitro (Yildiz, como se citd en
Gamarra, 2014). Los explantes grandes son mas dificiles de esterilizar en comparacion con los
pequefios. Sin embargo, la viabilidad y la capacidad regenerativa de explantes muy pequefios

tiende a ser baja ademas de que son dafiados facilmente (Litz et al., 2004).

2.7.3. MEDIO DE CULTIVO
El medio de cultivo mas utilizado es la formulacion del medio basal de Murashige y Skoog
(1962) y se emplea como medio de cultivo basal para un grupo importantes de plantas de

interés para la alimentacion y con fines ornamentales.
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Tabla 1: Composicion del medio de cultivo de Murashige y Skoog (MS) - 1962

COMPUESTO COMPONENTES mg/L
Nitrato de amonio 1650,000
Acido bérico 6,200
Cloruro de calcio anhidro 332,200
Cloruro de cobalto hexahidratado 0,025
Sulfato cuprico pentahidratado 0,025
§ EDTA disodicodihidratado 37,260
:g Sulfato ferroso heptahidratado 27,800
Cg Sulfato de magnesio anhidro 180,700
< Sulfato de manganeso monohidratado 16,900
loduro de potasio 0,830
Nitrato de potasio 1900,000
Fosfato de potasio monobasico 170,000
Molibdato de sodio dihidratado 0,250
Sulfato de Zinc heptahidratado 8,600
Mio-inositol 100,000
8 Tiamina.HCI 0,100
8 Piridoxina.HCI 0,500
g Acido nicotinico 0,500
Glicina 2,000

Fuente: Murashige y Skoog (1962).

El pH del medio basal es importante, ya que este influye en el consumo de varios componentes
del medio, asi como un amplio rango de las regulaciones de las reacciones bioquimicas que
ocurren en el cultivo de tejidos (Owen et al., como se citdé en Gamarra, 2014). La mayoria de
los medios son ajustados a un pH de 5,2 a 5.8. Los pH acidos parecen no afectar los tejidos
vegetales, pero retrasa el crecimiento de contaminantes potenciales. Sin embargo, pH altos son
requeridos para ciertos cultivos (Cardoza, 2005).

Como parte importante y fuente de carbono y energia del medio basal, Sharry, Ademsa y
Abedini (2015) afirman que se pueden utilizar sustancias puras 0 mezclas de sustancias
organicas, como sustancias puras mas comunes se encuentran los azUcares. entre ellos, es
comun el empleo de monosacaridos como la glucosa, disacaridos como la lactosa y
polisacaridos como el almidon. La sacarosa y la glucosa se utilizan en el cultivo de tejidos de
muchas especies. La fructuosa, maltosa, celabiosa, rafinosa y otras, se les usa como fuente de
carbono para algunas variedades de tejidos. La mejor fuente de carbohidratos (2-5% p/v), y la

maés utilizada en cultivos in vitro es la sacarosa.
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2.74. REGULADORES DE CRECIMIENTO

A los compuestos organicos sintetizados por las plantas que influyen sobre el
crecimiento y desarrollo se les Ilama fitohormonas. Aparte de estos productos naturales, se han
desarrollado también otros de tipo sintético, que pueden tener una actividad similar a la de los
primeros. Al conjunto de todos estos productos se denominan reguladores de crecimiento
(fitorreguladores) y son los responsables de la distribucion de los compuestos que la planta
biosintetiza (Luna, 2002).

Los fitorreguladores juegan un papel muy importante en las vias de desarrollo
de las células y tejidos en medios de cultivo. Las auxinas, las citoquininas y las giberelinas son
de gran importancia en cultivo in vitro; sin embargo, el tipo y la concentracion de los
fitorreguladores dependen principalmente de la especie, el tejido u 6rgano y el objetivo del
experimento (Adobkar et al. como se citd en Gamarra, 2014). En procesos de regeneracion las
auxinas y las citoquininas son los fitorreguladores méas usadas, ya que altas concentraciones
de auxinas generalmente favorecen la formacion de raices. Altas concentraciones de
citoquininas favorecen la regeneracién de brotes, pero cuando se aplica una adecuada
concentracion de auxinas y citoquininas pueden inducir la regeneracion de brotes y raices a

partir de callos o brotes directos (Smith, 2013).

2.7.5. AGENTES GELIFICANTES

Los medios de cultivo usados pueden ser liquidos, semisolidos o solidos, esto
depende del tipo de cultivo. Para cualquier tipo de tejido se requiere que las células o los tejidos
vegetales crezcan en la superficie del medio (Roca y Mroginski como se cité en Gamarra
2014), los cuales en su gran mayoria son utilizados en estado semisolido, lo cual se logra con

el empleo de distintos agentes gelificantes como el agar, gelrite o phytagel (Orellana, 1998).

Orellana (1998), refiere que existen diferencias en el crecimiento y
multiplicacién de los explantes en dependencia del tipo de agente gelificante que se utilice. En
general existen varios tipos de gelificantes con diferencias marcadas entre ellos en cuanto a
transparencia y fuerza del gel, temperatura de gelificacion, contenido de sales y pureza. La
utilizacion de medios semisélidos tiene una serie de inconvenientes como son lo engorroso del
proceso de preparacion, dosificacion, manipulacién y el aumento del costo por unidad.
Ademas, algunos cultivos responden negativamente a la adicion del gelificante. Es por eso que
en muchos casos se ha recurrido al empleo de medios en estado liquido, los cuales tienen las

siguientes ventajas:
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e Mayor facilidad en la preparacion, esterilizacion y manipulacion.

e Mayor rapidez en la absorcion de nutrientes y la difusién de sustancias toxicas

producidas por el propio metabolismo de las plantas.

e Incremento en el nimero de plantas que se obtienen, ya que se ha observado una
disminucion en el tiempo entre subcultivo, lo cual permite producir una mayor

cantidad de brotes por unidad de tiempo y disminucion en los plazos de propagacion,

e Aumento de la productividad de los operarios de cabina de flujo laminar, debido a que
los explantes solo deben ser colocados en contacto con el medio, sin necesidad de

manipularlos en forma individual.
e Disminucién en los costos del medio de cultivo.

e EIl cambio en la composicion del medio de cultivo puede efectuarse por simple

transferencia.
e Facilidad de automatizacion.

Sin embargo, este medio tiene la limitante de que no todas las especies
responden igual al crecimiento y desarrollo. Adicionalmente se ha observado una tendencia a
la reduccion del coeficiente de multiplicacion a medida que se dan subcultivos continuos en

este medio.

2.7.6. FACTORES QUE AFECTAN EL DESARROLLO DEL EXPLANTE
Cardoza (2005) afirma que “la luz, temperatura, pH y humedad son factores
que influencian el crecimiento adecuado de los cultivos in vitro”. “La temperatura controla la
incubacidén y se dan entre 22 — 25°C” (Litz et al., 2004), la luz es esencial para la morfogénesis
involucrando factores como la intensidad, fotoperiodo y calidad. Es de gran importancia no
colocar los explantes directamente a la luz, ya que estos pueden causar condensacion en los
recipientes, dando como resultado un bajo rango de crecimiento y desarrollo (Mathury Koncsz,
como se citdé en Gamarra, 2014). Por lo general, el fotoperiodo es de 16 horas luz y 8 horas

oscuridad y la humedad relativa varia entre el 50-70% (L.itz et al., 2004).
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2.8. FASES DE LA MICROPROPAGACION

Orellana (1998) indica que Murashige (1974) propuso 03 fases para la
micropropagacion de plantas. Sin embargo, con la informacion basada en la experiencia de
muchos investigadores y micropropagadores se pueden diferencias 05 fases criticas para lograr

una exitosa multiplicacion.

2.8.1. FASE 0: PREPARACION O ACONDICIONAMIENTO DE LA PLANTA
MADRE

Inicialmente esta fase fue concebida para tratar de reducir los problemas de
contaminacion que se presentaban comunmente en la fase | (Debergh y Maene, como se citd
en Jiménez 1998). Actualmente es una etapa importante e imprescindible para el desarrollo de
un esquema de micropropagacion eficiente y repetible, tiene importancia desde el punto de
vista fitosanitario, fisiolégico y genético.

Para la mayoria de las plantas propagadas in vitro, el material inicial es una
planta élite seleccionada por caracteristicas fenotipicas especiales que corresponden con el
clon o variedad a propagar, motivo por el cual se establecen bancos de germoplasmas para el
proceso de micropropagacion (Jiménez, 1998).

La seleccion y crecimiento de la planta madre bajo condiciones asépticas,
reduce notablemente los contaminantes, principalmente fungoso (Debergh y Maene, citado
por Jiménez 1998).

El impacto de la fase 0 no solo estd limitado al aspecto fitosanitario de los
explantes, sino también a la supervivencia de los mismos. La importancia de las condiciones
ambientales en que se desarrolla la fase O para la calidad del proceso posterior de

establecimiento ha sido demostrada en muchos cultivos.

2.8.2. FASE |I: ESTABLECIMIENTO O INICIACION DE LOS CULTIVOS

Una vez seleccionado y recolectado el explante se requiere desinfectarlo
superficialmente; ya que en el medio de cultivo pueden crecer microrganismos, principalmente
bacterias y hongos, que competiran ventajosamente con el explante. Para la desinfeccion se
han empleado diferentes compuestos, siendo los mas comunes las soluciones de hipoclorito
de sodio y de calcio, peroxido de hidrogeno, nitrato de plata, cloro comercial, alcohol a
diferentes porcentajes, entre otros. La seleccion y concentracion de los desinfectantes y el
tiempo de desinfeccion se determinan en gran medida por las caracteristicas del explante. En

la practica se establecen experimentalmente por ensayo y el explante debe responder
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eficientemente bajo las condiciones in vitro. Es importante considerar el hecho de que el
aislamiento de un tejido u 6rgano del resto de la planta provoca un estado de estres que altera
su metabolismo celular y, en forma importante, su balance hormonal. Un buen explante es
aquel cuyas células sobreviven, en una alta proporcion, a la descomposicién antes sefialada, y
que luego responde eficientemente a las condiciones in vitro (Villalobos et al., 1991).

El tamafio del explante es un factor importante, pues mientras mas pequefio el
explante menor es el riesgo de contaminacién. Este principio ha sido utilizado para la
obtencién de plantas libres de enfermedades. Generalmente se cortan los explantes de un
tamario algo superior y son sometidos a la accion de los desinfectantes y luego en condiciones
esteriles son reducidos a su tamafio final (Hu y Wang, como se cit6 en Jiménez, 1998).

Para el medio de cultivo de meristemos y apices no existe un medio universal,
sin embargo, el medio basal propuesto por Murashige y Skoog (1962) con algunas
modificaciones en sus ingredientes ha sido el méas utilizado (Kartha, como se citd en Jiménez,
1998).

Un balance apropiado entre auxinas y citoquininas en el medio de cultivo es
necesario para la formacion de plantas a partir de meristemos, apices o0 yemas, este esta
determinado por las concentraciones endogenas de estas hormonas las cuales dependen de la
especie y tipo de explante. Usualmente la citoquinina en estos explantes es baja debido a que
el principal sitio de sintesis son las raices, por lo que la adicion exdgena de citoquininas en los
medios de establecimiento es generalizada. Se tiene reportes que entre las citoquininas mas
utilizadas se encuentra la 6 benzil-aminopurina (BA) en un 68%, la kinetina 23% vy el

2isopentenil-adenina (2-ip) y Zeatina (ZEA) en 9% (Hu y Wang, como se cit6 Jiménez, 1998).

2.8.3. FASE Il: MULTIPLICACION O PROLIFERACION

Orellana (1998) refiere que el objetivo de esta fase es la produccion masiva y
del mayor nimero posible de propagulos (plantas, microtubérculos, microbulbillos, etc) a
partir de explantes (meristemos apicales o axilares, yemas axilares o adventicias) ya
establecidos in vitro.

En estado de crecimiento, el explante se multiplica con o sin formacion de
callos, segun las condiciones de cultivo. La fase intermedia de formacion de callos se evita
cuando se tienen fines de micropropagacion, ya que las plantas provenientes de estos presentan

diferentes grados de variacion, estas pueden ser de tipo epigenético (factores no propios del
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gen, pero que modifican su comportamiento) o corresponder a mutaciones verdaderas (Lankin
et al., como se citd en Villalobos et al., 1991).

Generalmente el proceso se inicia desde las plantas donantes seleccionadas sin
afectar las caracteristicas y estabilidad genética de la variedad o clon. Los explantes, al ser
divididos en condiciones estériles y cultivados nuevamente en medio fresco inducen nuevos
brotes, operacion que se repite hasta logar el nimero de propagulos deseados para pasar al
enraizamiento. Entre los métodos para lograr la multiplicacion, el que mayor estabilidad
genética y mejores respuestas ha tenido en las especies propagadas es la proliferacion de yemas
axilares.

En cuanto al nimero de subcultivos Deberg y Maene, Rancillac y Col. (como
se citd en Orellana, 1998) aseveran que generalmente se tiende a pensar que en esta fase los
brotes deben multiplicarse durante un nimero infinito de veces manteniendo un coeficiente de
propagacion estable a través del tiempo; sin embargo, la realidad es distinta, ya que con la edad
in vitro o el ndmero de subcultivos, cambia la respuesta de los explantes. A medida que
aumenta en nimero de subcultivos existe la tendencia al incremento del nimero de brotes por
explante y la formacion de yemas adventicias.

Lorz y Scowcroft y Vasil (como se citd en Orellana, 1998) refiere que el
principal problema de multiplicar los explantes durante muchos ciclos de propagacion se
relaciona con el aumento de la frecuencia de aparicion de variantes somaclonales. La principal
causa de esta variacion se asocia a la formacion de yemas adventicias que ocurre en algunas
especies, cuya presencia aumenta a medida que se dan mas subcultivos. El limite esta

relacionado a la especie y al clon o variedad.

2.8.4. FASE Ill: ENRAIZAMIENTO

En esta fase cada brote, esqueje o yema de forma individual que se ha formado
en la fase de multiplicacion, debe ser manipulada y cultivada in vitro para que ademas de
crecer y desarrollar un seudotallo o tallo con las primeras hojas, forme y desarrolle varias raices
que le permitan comenzar la absorcién de nutrientes, siendo esta la fase mas voluminosa.
Existen 3 estadios de desarrollo involucrados en la rizogénesis: a) induccidn, b) iniciacion y
c) elongacion. Ya que es dificil separar los estados a y b, generalmente estos se combinan en
el estado de iniciacion (Hu y Wang, como se citd en Orellana, 1998).

Normalmente para la induccion de enraizamiento no es necesaria la adicion de

citoquininas al medio de cultivo, siendo necesarias algunas auxinas. Entre las auxinas mas
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usadas tenemos al acido naftalenacético (ANA) (53%), acido indolbutirico (AIB) (29%) y
acido idolacético (AlA) (11%) (Hu y Wang, como se citd en Orellana, 1998).

El proceso de enraizamiento en los brotes propagados in vitro requiere
generalmente del trasplante a un medio de cultivo con menor concentracion de sales. El medio
de Murashige y Skoog (1962), por ejemplo, diluido al 50% ha resultado positivo en diferentes
especies. (Thorpe, como se cito en Villalobos et al., 1991).

Sauvaire y Galzy (como se cit6 en Orellana, 1998) afirma que debido al efecto
residual de las citoquininas adicionadas al medio de cultivo durante la multiplicacion, en
algunas especies se presenta un efecto inhibitorio en la formacion de raices (no permite el
crecimiento de raices), a veces este efecto es tan grande que es necesario transferir los brotes
durante dos subcultivos continuados en medios de enraizamiento, lograndose en el primer

subcultivo, una elongacion de las vitroplantas y el desarrollo de nuevos brotes.

2.8.5. FASE IV: ACLIMATACION

Agramonte, Jiménez y Dita (1998) aseveran que el fenotipo de las plantas que
crecen en recipientes no ventilados, respecto a aquellas desarrolladas en ambientes ventilados,
tienen tallos mas delgados, menor cantidad de ceras cuticulares y epiculares, reduccion de los
tejidos mecanicos de soporte, incremento del contenido de agua en las células, escasa
capacidad fotosintética, estomas con baja funcionalidad y crecimiento heterétrofo. Todo esto
indica que los cambios fenotipicos son inducidos por las condiciones ambientales del
recipiente de cultivo, es decir, como respuesta a la ausencia de las condiciones estresantes que
se presentan en los invernaderos y en el campo (estrés hidrico, nutricional, etc.). Por lo
anteriormente explicado es necesario aplicar técnicas de aclimatacion in vitro o ex vitro, para
que las caracteristicas morfologicas normales regresen a las plantas micropropagadas. Entre
las técnicas mas eficaces en la aclimatacion son las que van encaminadas a lograr
gradualmente menos humedad relativa, mas luz, crecimiento autotréfico y un medio séptico.

Para esta fase se utilizan mezcla de diferentes sustratos como la turba, compost,

vermiculita y otros.

29. TRABAJOS SOBRE CULTIVOS in vitro EN BAMBU

Hernandez et al. (2001) en su trabajo “Establecimiento in vitro de Bambusa
vulgaris” ensayaron con tres diferentes explantes: meristemo de tallo, meristemo de rizoma y
entrenudos, aplicaron maltiples tratamientos de desinfeccion con cloro, alcohol, antibidticos,

fungicidas y bactericidas en medio de cultivo MS (1962), sin antioxidante, con PVP o carbén
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activado, en estado solido o liquido y 20% de sacarosa. Los meristemos de rizomas
respondieron mejor a la desinfeccion y condiciones in vitro, presentando una oxidacion
controlable al utilizar medio liquido complementado con carbon activado (1 g/L). Los
meristemos apicales se oxidaron en su totalidad. Los entrenudos presentaron una
contaminacion total por hongos, pero no oxidacion. El tratamiento que resulto efectivo para la
desinfeccion y control de la oxidacion fue aquel en el cual se empled durante 1 hora una
solucién de Amoxicilina (100 mg/L), ampicilina (100 mg/L) y Kilol y Kasumin 1:1 (2 ml/L),
luego fueron sumergidos por 10 minutos en alcohol al 70%, seguido de 3 lavados y sembro6 en

medio liquido MS a media fuerza, adicionandose carbén activado.

Ramirez (2013) indica que evalud seis tratamientos para la desinfeccion de los
explantes de Guadua con hipoclorito de sodio (NaClO) en concentraciones del 2% y 3%, cada
uno en tiempos de inmersion de 5, 10 y 15 minutos, posteriormente los explantes fueron
sembrados en el medio de cultivo de MS (1962), suplementado con 3 mg/L de BA. También
se evaluo el porcentaje de brotacion. ElI mejor resultado de desinfeccion y brotacion fue con
NaClO al 2% durante 15 minutos.

Mendoza et al. (2010) investigaron sobre Guadua angustifolia para establecer
un protocolo de propagacion in vitro fase | que facilite la obtencion de plantas sin
contaminacion. Utiliz6 metodologias de desinfeccion ya establecidas, haciendo
modificaciones para favorecer la obtencion de plantas sanas. El material vegetativo fueron
yemas apicales con caracter embriogénico, con distancias de 1 cm entre el nudo y el corte.
Durante el proceso evaluaron 17 tratamientos que en su mayoria generaron resultados con alta
contaminacion. Obtuvieron un tratamiento positivo donde los explantes se sometieron a un
producto agroquimico a base de benomilo 2 g/L y sulfato de estreptomicina 2 g/L por 30
minutos, hipoclorito de sodio al 2% por 30 min, 24 h en agua destilada estéril y otra
desinfeccion con hipoclorito de sodio al 2% por 30 min. Ademas, evaluaron 4 diferentes
medios de cultivo donde se suplement6 con BA a concentraciones de 0, 1, 3y 5 mg/L, los
cuales no generaron brotacion en los explantes de bambu. Al no tener resultados positivos
procedieron a realizar un ensayo no registrado con la concentracion de 6 mg/L BA, la cual

resultd la concentracion inductora.

Daquinta, Pacheco, Lezcano y Sagarra (2010) desarrollaron una investigacién

con el objetivo de establecer un protocolo para la propagacion in vitro de Bambd chino
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(Dracaena sanderiana L.), en la cual evaluaron diferentes tiempos de desinfeccion de las

yemas con cloruro de mercurio (HgCl).

Jiménez, Castillo, Tavares, Guevara y Montiel (2006) investigaron sobre “La
propagacion in vitro del Bambu gigante neotropical, Guadua angustifolia Kunth, a través de
la proliferacion de brotes axilares”, los mejores resultados obtenidos a nivel de brotacion,
multiplicacién, enraizamiento y aclimatacion, lo obtuvieron usando explantes de plantas
madres mantenidas en invernadero. El procedimiento de desinfeccion comprendia el uso
secuencial de un detergente alcalino, mezcla del fungicida Benomyl y bactericida Agrimicym,
seguido de inmersion en hipoclorito de sodio (1,5% p/v) durante 10 minutos y cultivado en
medio Murashige y Skoog (1962) conteniendo 2 ml/L de mezcla preservativa de plantas®
(PPM). La mayor brotacion se dié cuando se usé 3 mg/L BA en el medio de cultivo. La
formacion de brotes laterales en las vitro-plantas se observo en concentracion de hasta 5 mg/L
de BA. Después de seis subcultivos, se obtuvieron grupos de 8-12 ejes, y su divisidn en grupos
de 3-5 ejes permitio la multiplicacion de las plantas. El enraizamiento ocurrid
espontaneamente in vitro en 100% de los explantes que produjeron brotes laterales. La
aclimatacion exitosa de grupos de 5-6 ejes bien enraizados se logré en el invernadero bajo

nebulizacién, usando mezcla de tierra, arena y cascaras de arroz en proporciones iguales.

Aureoles, Rodriguez, Legaria, Sahagin y Pefia (2008) llevaron a cabo una
investigacion sobre propagacion in vitro del “Maguey bruto” (Agave inaequidens Koch), es
una especie silvestre poco estudiada que se encuentra amenazada y utiliza en la elaboracion
de la bebida alcoholica "Raicilla”. Con la finalidad de propagar in vitro la especie, evaluaron
diferentes tipos de explantes, tipos y concentraciones de reguladores de crecimiento y
concentraciones de sales inorganicas Murashige y Skoog (1962); asi como diferentes tamafos
de planta y cantidades de raiz. Las secciones de tallo formaron hasta 72 brotes en ocho
semanas; la concentracion de 3.0 mg/L BA produjo una mayor longitud y nimero de brotes
con 6.39 y 2.02 mm, respectivamente; las concentraciones de BA, Kinetina y 2-ip produjeron
una amplia variedad de respuestas; el tamafio grande de plantas en un medio con sales MS al
100% de su concentracion sin reguladores, produjo mayor nimero y longitud de raices en
menor tiempo, y las plantas de longitud mayor a 4.0 cm con mas de dos raices presentaron una

sobrevivencia del 100%.
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2.10. EXPERIENCIAS DE PROPAGACION CONVENCIONAL EN BAMBU

En el estudio “Promocion de la rehabilitacion, manejo y uso sostenible de los
bosques tropicales de bambu en la region noroccidental del Pert” presentado por el Gobierno
del Per( (2013) se indica que el macollamiento de las plantulas (producciéon de 10 a 15
plantulas hijas a partir de una plantula madre) se produce en 2 a 3 meses, cuando las
condiciones ambientales y del sustrato son adecuados, con lo cual a los dos afios obtuvieron
200000 plantulas, no se especifica cual es el nimero inicial de yemas o varas a reproducir, el

cudl es un dato importante para calcular la tasa de multiplicacion.

En todos los estudios de reproduccion asexual por chusquines u otro método
tradicional se menciona que el mejor o mayor nimero de brotes se obtiene a condiciones
controladas de la humedad, la ausencia con plantas indeseables y en suelos franco arenosos y
fértiles. De no darse las condiciones requeridas no se obtendra el material vegetal requerido

para la plantacion.

Como parte de esta investigacion se realizo un viaje, a inicios de noviembre de
2017, al departamento de Amazonas, siendo Imaza uno de los distritos visitados, de donde se

obtuvo la siguiente informacion primaria, encontrandose lo siguiente:

e En el caserio de Almendro, del distrito de Imaza, nos entrevistamos con el Sr.
Damian Azafiero, duefio de un vivero de bambu y su respectiva plantacion,
quien nos indico que para la obtencion del material vegetal a propagar se
traslada al Monte y corta cafias con nudos visibles, los lleva a vivero, los
entierra en el suelo y adiciona céscara de arroz con aserrin, riega por la mafiana
y por la noche, entre los 18 a 20 dias ya se pueden ver los rebrotes, los cuales
después de un mes se cortan y trasladan a bolsas, después de 2 a 3 meses en
condiciones controladas de luz y humedad en vivero, los aclimatan un mes en
luz directa y los llevan a campo. A partir de un nudo con yema se puede lograr
entre 5 a 7 plantas para campo, teniendo una tasa de propagacion de 24 plantas

en dos anos.

e Enel caserio de Durand, del mismo Distrito, nos entrevistamos con el Sr. Dario
Goicochea, duefio también de un vivero y su plantacion, quien sigue el mismo

proceso de propagacion con cafias relativamente maduras, pero que tenga
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nudos con yemas frescas. Su promedio de propagacion es similar al anterior

caserio.

Estas cifras de los caserios del distrito de Imaza son menores a los referidos

por Botero (2003) en cuanto al promedio de plantulas que obtuvieron.
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I1l. METODOLOGIA

3.1. LUGAR DE EJECUCION

La presente investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales e Innovacion de la Subdireccion de Biotecnologia del Instituto Nacional de
Innovacion Agraria (INIA), ubicado en el departamento de Lima, provincia de Lima, distrito
de La Molina, latitud Sur 12°04°36°", latitud Oeste 76°56°43"" a una altura de 241 metros sobre
el nivel del mar (m.s.n.m.), presentando temperatura entre 14,6 °C — 28,7 °C, precipitacion de
60 mm al afio, zona agro-ecoldgica Costa sub-tropical, grupo ecolégico desierto y cuenca

hidrogréafica El Rimac, segun la web del INIA.

3.2. MATERIALES
3.2.1. MATERIAL VEGETAL

Las plantas madres estaban ubicadas en el invernadero dirigido por el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Subdireccion de Biotecnologia del INIA,
en el distrito de La Molina. Las plantas procedian del FUNDO BIOSELVA, Anexo Rafael
Gastelva, Distrito de Rio Negro, Provincia de Satipo, Coordenadas Universal Transverse
Mercator (UTM) N8758556 E0541811, zona 18L y altura 605 m.s.n.m. de altitud.

3.2.2. INSUMOS
A. REGULADORES DE CRECIMIENTO

e Bencilaminopurina
e Zeatina

B. REACTIVOS
e Agar 7g/l (SIGMA — A4550)

e Alcohol de 70°
e Alcohol de 96°

e HClal5%



e Hipoclorito de sodio 4,5 % (p/v), marca Clorox

e Medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962) 4,43 g/l (Sigma — M5519)
e Mezcla preservativa de plantas (PPM)

e NaOHal 5%

e Sacarosa (SIGMA — S5391)

e Sulfato de estreptomicina

e Tween20

C. AGROQUIMICOS

e Benomilo (Benomyl)
e Cicatrizante(SANIX)

e Sulfato laurico de sodio (SLAM)

D. OTROS INSUMOS
e Agua destilada

e Algodon
e Detergente comercial (Ace)

3.23. INSTRUMENTOS

e Espétulas

e Gradilla

e Hoja de bisturi N° 10

e Mangos de bisturi N° 7
e Microespatula

e Pinzas puntaroma 12, 15y 26 cm
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3.24.

MATERIALES DE VIDRIO

Frasco de vidrio con tapa de 200 ml
Frascos tipo GERBER

Frascos de vidrio para colecta de residuales
Frascos de 200 ml.

Frascos de 1,5 Lts.

Matraz Erlenmeyer de 125 ml

Mechero de alcohol

Pipetas

Placas Petri de 100 y 150 mm de diametro
Probeta de 50 ml

Tubos de ensayo de 15 x 150 mm

Tubos de ensayo de 25 x 150 mm

MATERIALES DE INVERNADERO
Bateas rectangulares de 12,1 It. (Reyplast - Batea dual #6)

Bolsas negras para almécigo de 20 x 9,5cm x 2um
Sustrato en pastilla prensada (Jiffy F50 —Anexo 1)
Sustrato (Sunshine Premix # 8 Anexo 2)

OTROS MATERIALES

Magnetos
Papel aluminio

Papel esteéril
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Papel filtro N° 2
Papel tisue

Parafilm

EQUIPOS

Agitador magnético

Agitador orbital (Thermo Fisher Scientific — MaxQ™ 4000)
Autoclave (Systec DB-45)

Balanza analitica

Cabina de bioseguridad unipersonal (Labconco - Class I, Type A2)
Camara climatica —Fitotron (Biotronette Mark I11)

Camara de flujo laminar horizontal unipersonal (Esco IEC61010 - 1)
Desionizador (Elga)

Estufa

Horno microondas

Microscopio estereoscopio binocular

pH-metro (HANNA HI2020)

Refrigeradora

GABINETE

Utiles de escritorio
Formatos de registro
Computadora

Cuaderno de apuntes
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3.29. CONDICIONES DE INCUBACION
En el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Subdireccion de
Biotecnologia las condiciones de incubacion fueron:

e Temperatura 26 = 1°C.

e Humedad Relativa 70%.

e Fotoperiodo 16 horas luz.

e Intensidad luminica: 5440 lux.

3.3. METODOS

3.3.1. ESQUEMA DEL PROCESO DE LA INVESTIGACION
Acondicionamiento Colecta de Desinfeccion de Preparacién de
d » explantes en medio de cultivo
e la planta madre . explantes i
invernadero con diferentes

tratamientos

=

Fasede
Establecimiento

Yemas axilares

Microestacas

| |
!

Seleccion de
explantes in witro

Preparacion de
medio de cultivo

|

con diferentes
tratamientos

Preparacidn de

Fasede
multiplicacidn

k.

sustrato

Fasede
aclimatacion

3.3.2. ACONDICIONAMIENTO DE LA PLANTA MADRE
Las plantan madres tenian una edad de 22 meses y fueron regadas con mas
frecuencia en verano que en invierno; teniendo también en cuenta su requerimiento hidrico.

Estaban instaladas en macetas de 25 cm de diametro conteniendo sustrato arena de rio, humus
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y musgo en una proporcién de 3:1:1. Fueron fertilizados una vez al mes con micronutrientes
quelatizados (GROW COMBI).

Un mes antes del inicio de la extraccion de explantes, la planta madre fue
tratada con benomilo y sulfato laurico de sodio (etapa de acondicionamiento), con aplicaciones

1 vez por mes, la dosis aplicada fue de acuerdo a etiqueta.

Los explantes usados fueron yemas axilares y microestacas, provenientes de

las plantas madres.

3.3.3. COLECTA DE EXPLANTES EN INVERNADERO
e De la planta madre se extrajeron pequefias estacas de aproximadamente 0,2 cm de
didmetro y 2 cm de longitud, con una yema cada una, las cuales se colectaron en frascos

con agua destilada.

e Las pequefias estacas que contenian las yemas a colectar (Figura 6) cumplieron con las

siguientes caracteristicas:
v Lahoja caulinar que los protegia presentaba un color beige o0 marrén.

v Las yemas que se encontraban en los nudos seleccionados, presentaban color

verde — mostaza.
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Figura 6: Explante con yema semidiferenciada

3.3.4. DESINFECCION SUPERFICIAL DE EXPLANTES

El protocolo de desinfeccion del material de propagacion aplicado en la
presente investigacion, tuvo como base el desarrollado por Cabrera en el afio 2015 (Cabrera
comunicacion personal, 2016) el cual se desarrollé en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales de la Subdireccién de biotecnologia del INIA. Este consistia en lavar las muestras
con detergente comercial (Figura 7), enjuagarlas 03 veces con agua potable y finalmente con
agua destilada. Luego vertir una solucion al 0,2% (p/v) de benomilo al frasco con muestras
dejando actuar por 60 min (en constante agitacion). Transcurrido ese periodo de tiempo,
enjuagar 4 veces con agua destilada llevandose a la camara de flujo laminar. En dicha cdmara
las muestras debian vertirse en una placa Petri estéril, adicionando alcohol 70° a las muestras
contenidas en dicha placa, actuando durante un minuto. Seguidamente se debia adicionar
hipoclorito de sodio al 1,1% incluyendo 2 gotas de tween 20 (Figura 8), remojandose por 20

minutos y enjuagando 4 veces con agua destilada esteril.
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A. DESINFECCION SUPERFICIAL DE YEMAS AXILARES
En el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales, las muestras fueron

desinfectadas de acuerdo al procedimiento propuesto por Cabrera (2015).

Figura 7: Frasco conteniendo estacas en solucion de detergente comercial

Figura 8: Muestras en placa petri con solucion de hipoclorito de sodio y tween 20
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B. DESINFECCION SUPERFICIAL DE MICROESTACAS
En el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del INIA, las muestras se
lavaron con detergente comercial, enjuagandose 03 veces con agua potable, luego (03 veces)

con agua destilada.

Seguidamente se adiciond una solucion al 0,2% (p/v) de Benomilo; 0,1% (p/v)
de Sulfato de estreptomicina y 2 gotas de tween 20 al frasco con las muestras de microestacas,
actuando por 60 min (en constante agitacién). Transcurrido ese periodo de tiempo, se enjuagd
con agua destilada 4 veces y fue llevado a la cAmara de flujo laminar, vertiéndose las muestras

en una placa petri estéril.

Sobre las muestras contenidas en la placa petri estéril se adiciono alcohol 70°
por un minuto. Luego se incorporo hipoclorito de sodio al 1,1% incluyendo 2 gotas de tween
20, dejandose remojar por 20 minutos y siendo finalmente enjuagadas 4 veces con agua

destilada estéril.

3.3.5. FASE DE ESTABLECIMIENTO O INICIACION
A. MEDIO DE CULTIVO
El Medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962) de la marca comercial
SIGMA-ALDRICH fue usado como base para los ensayos.

Fueron planteados los tratamientos para la seleccion de explantes (yemas y

microestacas) a usar para la micropropagacion de Guadua angustifolia.

Para el caso de yemas fueron evaluados 14 tratamientos en medios sélido y

liquido (Tabla 2) y 7 tratamientos en medio de doble fase (Tabla 3).
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Tabla 2: Tratamientos ensayados en yemas de bambu variando el tipo de medio de cultivo y
concentracién de dos citoquininas

TRATAMIENTO TIPO DE TIPO DE CONCENTRACION
MEDIO CITOQUININA (mg/l)
1 SOLIDO BA 0
2 SOLIDO BA 15
3 SOLIDO BA 3
4 SOLIDO BA 45
5 SOLIDO ZEA 15
6 SOLIDO ZEA 3
7 SOLIDO ZEA 45
8 LIQUIDO BA 0
9 LIQUIDO BA 15
10 LIQUIDO BA 3
11 LIQUIDO BA 45
12 LIQUIDO ZEA 15
13 LIQUIDO ZEA 3
14 LIQUIDO ZEA 45

Se tuvo 3 repeticiones con 10 unidades cada una, teniendo en total 420 unidades

experimentales.

Tabla 3: Tratamientos ensayados en yemas con 4 concentraciones de dos citoquininas en medio de

doble fase
TRATAMIENTO TIPO DE CONCENTRACION
CITOQUININA (mg/l)
1 BA 2
2 BA 4
3 BA 6
4 ZEA 2
5 ZEA 4
6 ZEA 6
7 NINGUNA 0

Se tuvo 3 repeticiones con 10 unidades cada una, teniendo en total 210

unidades experimentales.

En el caso de microestacas fueron evaluados 7 tratamientos (Tabla 4).
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Tabla 4: Tratamientos ensayados en microestacas, con 3 concentraciones de 2 citoquininas y un medio
testigo en medio sélido
TRATAMIENTO CITOQUININA CONCENTRACION (mgll)
1 BA 2

BA

BA
ZEA
ZEA
ZEA
NINGUNA 0

~N o ol ks W
o AN O D

Se tuvo 3 repeticiones con 10 unidades cada una, teniendo en total 210

unidades experimentales.

Una vez establecidos los tratamientos para cada tipo de explante se continud

con la fase de iniciacion.

B. ESTABLECIMIENTO A PARTIR DE YEMAS AXILARES
El medio de cultivo empleado fue el MS (1962) para lo cual se emple6 la dosis
del fabricante (4,43 g/L) adicionado de 30 g/L de sacarosa y regulado el pH a 5,7 + 0,01
empleando NaOH y/o HCI.

Para el medio solido se agregd 7 g/L de agar.

B.1. Establecimiento en dos tipos de medio de cultivo: sélido y liquido.

Debido a los diferentes tratamientos (medio de cultivo mas las diferentes
concentraciones de las citoquininas) se usaron 42 frascos tipo GERBER (para el medio solido
se us6 20 ml de medio por frasco) y 210 tubos de ensayo (para medio liquido se usé 10 ml de

medio por tubo). Los tratamientos se presentan en la Tabla 2.

En el caso del medio liquido, dentro de cada tubo de ensayo se coloco una tira
de papel filtro (1 cm de ancho aprox.) en forma de “puente” de 5 cm de altura

aproximadamente.

Se distribuyd los tratamientos en frascos (medio solido) o tubos de ensayo

(medio liquido) y se tap6 con papel aluminio (Figura 9). Luego se rotuld y autoclavo.

El proceso de autoclavado fue a 121°C y 15 libras de presiéon durante 15

minutos.
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Figura 9: Frasco para siembra en medio solido (izquierda) y tubos para medio liquido con el papel
filtro en forma de “puente” (derecha)

Bajo condiciones asépticas, en la cdmara de flujo laminar, se sembraron las

yemas envueltas con 3 hojas de revestimiento, previamente desinfectadas.

En el medio liquido se colocd una yema en la “endidura” formada en el papel

filtro de los tubos de ensayo y para medio solido fueron cinco yemas por frasco (Figura 10).

Con ayuda del mechero de alcohol se flame6 todas las pinzas y el bisturi con
sus respectivos mangos dejandose enfriar dentro del papel estéril, previo a este paso se

autoclavaron todas las pinzas, bisturies, papeles y placas petri.
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Bajo un microscopio estereoscopio se coloco la placa petri estéril y con la
ayuda de pinzas y bisturi frios se extrajeron las yemas con las 3 hojas de revestimiento de los

explantes previamente desinfectados.

Figura 10: Diseccion de yemas axilares con ayuda de pinzas y bisturi (izquierda) y siembra en tubo de
ensayo con medio liquido (derecha)

Antes de cada siembra de yemas, en cualquiera de los medios antes
mencionados, la boquilla del frasco o tubo fue flameada (segun tratamiento) e inmediatamente

cerrada con tapa de aluminio, para luego sellarlo con parafilm y rotularlo.

Las yemas sembradas fueron incubadas a 26°C * 1. Estuvieron en penumbra
por 10 dias aproximadamente y el resto de tiempo de esta fase permanecieron a luz directa.

Durante este periodo (1 mes) se evaluo:

e Porcentaje de contaminacién: Nimero de yemas que muestran presencia de hongos o
bacterias respecto del total de yemas sembradas, expresado en porcentaje.

e Porcentaje de prendimiento (supervivencia): Nimero de yemas que brotaron del total

de yemas sembradas, expresado en porcentaje.
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e Porcentaje de necrosis: NUmero de yemas con necrosis respecto al total, expresado en

porcentaje.
Se planteo una escala de necrosis (Figura 11), segun:
v Grado 1: 0 al 25% del explante necrosado, color verde.
v Grado 2: 25 al 50% del explante necrosado, color amarillo palido.

v Grado 3: 50 al 100% del explante necrosado, color marron.

GRADO 1 GRADO 2 GRADO 3

(0 al 25% del explante con | (26 al 50% del explante con (51 al 100% del explante
Necrosis) Necrosis) CON Necrosis)

Figura 11: Escala de necrosis para yemas de bambu
B.2. Establecimiento en medio de doble fase
En este ensayo fueron usados 42 matraces de 125 ml de capacidad.

Fue vertido 30 ml de medio s6lido y 6 ml de medio liquido por matraz, con sus

respectivas adiciones de citoquininas, segun los tratamientos (Tabla 3).

Una vez distribuidos los medios (sélido y liquido) en sus respectivos matraces
segun los tratamientos, fueron tapados con papel aluminio, rotulados y autoclavados (Figura
12).
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Figura 12: Autoclave: equipo de esterilizacion por calor himedo
Bajo condiciones de asepsia en camara de flujo laminar (Figura 13), se coloco
la placa petri y con la ayuda de pinzas y bisturi frios se disectaron las yemas con las 3 hojas de
revestimiento de las microestacas ya desinfectadas. Estas yemas fueron sembradas en medio
solido (Figura 14) y luego de sembrar cinco de estas por matraz se agrego6 cuidadosamente el

medio liquido, en las cantidades ya antes indicadas.
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Figura 13: Camara de flujo laminar con materiales para siembra

Figura 14: Siembra de yemas en medio de doble fase, vista desde arriba (izquierda) y vista de lado
(derecha)

Los matraces con las yemas ya sembradas fueron flameados cubriéndose con
papel aluminio y selldndose con parafilm para su rotulacion. Una vez sellados fueron
colocados en un shaker automaético de laboratorio a 60 rpm, en la sala de incubacion y
penumbra durante 10 dias, el resto de tiempo de esta fase los matraces permanecieron a luz
directa en el mismo shaker (Figura 15).
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Figura 15: Matraces con explantes en condiciones de incubacion en Shaker automatico (izquierda) y en
penumbra (derecha)

Durante este periodo (1 mes) se evaluo:
e Porcentaje contaminacion
e Porcentaje de prendimiento (supervivencia)
e Porcentaje de necrosis

C. ESTABLECIMIENTO A PARTIR DE MICROESTACAS
Se us6 210 tubos de ensayo (15 x 150 mm), conteniendo 10 ml de medio de
cultivo con la respectiva citoquinina (Tabla 4) por tubo.

El medio de cultivo empleado fue el MS (1962) para lo cual se empled la dosis
del fabricante (4,43 g/L) adicionado de 30 g/L de sacarosa, 2 mg/L de PPM y 7g/L de agar,
regulado el pH a 5,7 + 0,01 empleando NaOH y/o HCI.

En el ensayo no registrado sin adicion de PPM a los 14 explantes, estos
presentaron contaminacién por hongos y bacterias propias de la planta en un 80%

aproximadamente, por lo que se decidio realizar la investigacion con la adicion de PPM.
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Una vez preparado el medio de cultivo fue vertido en sus respectivos tubos de
ensayo segun los tratamientos, se tapo con papel aluminio, rotuld y autoclavo. Este material

enfrié en un lugar aséptico.

En condiciones de camara de bioseguridad se colocd la placa petri y con la
ayuda de pinzas y bisturies previamente flameados y frios se seccionaron los extremos de las

microestacas con el fin de obtener el explante.

El tamafio aproximado del material sembrado fue de 1 cm, teniendo como

punto medio la yema axilar (Figura 16, izquierda).

Las boquillas de los tubos fueron flameadas antes de la siembra del explante.
Inmediatamente se cerrd con su tapa de aluminio, sell6 con parafilm y rotul6 (ver Figura 16,

derecha).

. |

Figura 16: Microestaca sembrada en medio s6lido contenido en tubo de ensayo en T7 (izquierda) y
tubo de ensayo con explantes sesmbrados y sellados con parafilm en T7 (derecha)

Los tubos con las yemas sembradas fueron colocados en la sala de incubacion
a 70% de humedad relativa, 26°C + 1°C y en oscuridad total durante 3 semanas, luego se
subcultivaron a tubos de ensayo de 25 x 150 mm conteniendo medio fresco con la mitad de
concentracion de PPM y fueron llevadas a la habitacion con las mismas condiciones de

incubacidén y expuestos a penumbra.

Durante esta fase (3 semanas) se evaluo:
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e Porcentaje contaminacion
e Porcentaje de prendimiento (supervivencia)

e Porcentaje de necrosis (Figura 17), esto evaluado segln los grados presentados para la

necrosis de yemas

GRADO 1 GRADO 2 GRADO 3

(0 al 25% del explante con | (26 al 50% del explante con (51 al 100% del explante
Necrosis) Necrosis) CON Necrosis)

Figura 17: Escala de necrosis para microestacas de bambu
En esta fase se determind el explante que mejor reacciond a los tratamientos

ensayados

3.3.6. FASE DE MULTIPLICACION
Los explantes no necrosados (prendidos) fueron seleccionados para esta fase.
Inicia con el primer subcultivo del material vegetal a tubos de 25 x 150 mm (Figura 18).
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Figura 18: Brotes desarrollados a partir de microestacas en el tratamiento tres (T3)
Los tratamientos (Tabla 5) ensayados consistieron en el medio MS sélido con

1 ml/L de PPM. EI material que se propag6 estuvo en estos tratamientos durante toda la fase.

El medio de cultivo empleado fue el MS (1962) para lo cual se empled la dosis
del fabricante (4,43 g/L) adicionado de 30 g/L de sacarosa, 7 g/L de agar y regulado el pH a

5,7 £ 0,01 empleando NaOH y/o HCI, la citoquinina usada es segun tratamiento (Tabla 5).

Tabla 5: Tratamientos ensayados en la fase de multiplicacion de bambu a partir de microestacas

N° DE TIPO DE CONCENTRACION
TRATAMIENTOS CITOQUININA (mg/l)
1 BA 2
2 BA 4
3 BA 6
4 ZEA 2
5 ZEA 4
6 ZEA 6

Se hizo 3 repeticiones con 10 unidades cada una, teniendo en total 180 unidades

experimentales.
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Al término de la segunda semana de esta fase (1 semana en penumbra y 1
semana a luz directa), se realizd el segundo subcultivo, en otro frasco con los mismos
tratamientos (Tabla 5) y con el mismo procedimiento que el aplicado al inicio de esta fase, la
Unica diferencia fue la concentracién de PPM, la cual fue reducida a 0,5 mg/L. Se utilizaron
frascos de 10 cm de alto x 5,5 cm de ancho y capacidad de 250 ml (frascos pequefios, Figura

19), con 30 ml de medio de cultivo por frasco.

Figura 19: Vertido de medios de cultivo para multiplicacion, en frascos de 200 ml

Estos frascos conteniendo el material vegetal subcultivado se sellaron con

parafilm, rotularon y llevaron al ambiente de incubacion.

En este medio el material vegetal (Figura 20) se mantuvo durante 4 semanas y
este procedimiento (subcultivo y cambio de frasco) se repitié 4 veces mas. Es decir, se

subcultivé durante 22 semanas sin separar el micromacollo (grupo de brotes en crecimiento).
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Figura 20: Plantula de bambu subcultivado de tubo de ensayo a frasco de 200 ml
A inicios de la semana 23 (tomando en cuenta el inicio de esta fase) se
subcultivaron las vitro-plantas a frascos grandes de aproximadamente 1 litro de capacidad. Se

us6 200 ml de medio de cultivo por frasco grande.

Se inicio la division de brotes del micromacollo inicial, los cuales se dividieron
en grupos de 2 a 5 brotes (Figura 21 y 22). Esta division fue realizada cada 6 semanas, por 4
veces consecutivas para posteriormente determinar la tasa de multiplicacion.

Se realizé un ensayo preliminar, no registrado, el cual permiti6 determinar el
namero idéneo de brotes por micromacollo, teniendo en cuenta el mejor desarrollo de los

mismos.
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Figura 21: Secuencia del repique de vitro-plantas de bambu. Micromacollo antes de la subdivison
(izquierda). Micromacollo listo para ser divididas (superior derecha) y subdivision de plantulas
(inferior derecha)

Figura 22: Division del micromacollo en sub-grupos para subcultivo

o1



v Los nuevos grupos de brote (nuevos micromacollos) del mismo micromacollo, ya

divididos, se siembran en un solo frasco (Figura 23 y 24).

v" Terminada la siembra de cada tratamiento con sus respectivas repeticiones, estos se

incubaron a 26° (Figura 25).

Figura 24: Siembra de los nuevos micromacollos obtenidos de la division del micromacollo inicial
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Figura 25: Los nuevos micromacollos en condiciones de incubacién

En esta fase se evaluo:

e Presencia de callos: Numero de grupos (macollos con brotes) con presencia de callos

respecto al total de grupos, expresado en porcentaje.

e N°de brotes y hojas por explante: N° de brotes desarrollados por explante sembrado

(sin division), en promedio.

e Tasa de multiplicacion: Promedio de grupos formados y brotes totales por tratamiento

luego del cuarto subcultivo con division.

3.3.7. DISENO EXPERIMENTAL

En esta fase se aplicd el disefio completamente al azar (D.C.A) con 3
repeticiones y 10 subunidades por repeticion (Tabla 3; 4 y 5). Se utiliz6 el programa estadistico
InfoStat (version estudiantil) en donde se compararon las medias del nimero de brotes y
namero de grupos formados por explante, mediante la prueba no paramétrica de Kruskall

Wallis al 95% de confianza.

53



3.3.8. FASE DE ACLIMATACION
En la fase de multiplicacién los micromacollos ya tenian raices, por lo que no
fue necesario desarrollar ensayos para el enraizamiento. Después de la cuarta semana del

altimo subcultivo en medio de multiplicacion se procedio a aclimatar los micromacollos.

Se realiz6 un ensayo preliminar, no registrado, para determinar el sustrato a
emplear en esta fase, siendo los siguientes:

e Sustrato Premix # 8 (anexo 2)

e Sustrato en pastilla prensada Jiffy F50 (anexo 1)
A partir de esto se determing el sustrato a usar.
En esta fase se realizo el siguiente procedimiento:

- Seretiraron los micromacollos de los frascos en los que se habian dividido por 4ta vez
(Figura 26) y lavaron con abundante agua potable, hasta retirar todo el medio sélido

adherido (Figura 27, izquierda).

Figura 26: Frasco conteniendo micromacollos a las 6 semanas listas para aclimatar
- Se procedi6 a dividir los micromacollos por ultima vez, teniendo cuidado de no romper

las raices.
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- Yadivididos los micromacollos, se sumergieron en una solucion de benomilo al 0,1%

(Figura 27, derecha), se dejo reposar hasta el momento de la siembra en sustrato,

previamente definido.

Figura 27: Lavado de micromacollos con agua potable (izquierda) y micromacollos en solucion de
benomilo (derecha)

- El sustrato, previamente humedecido, se coloco en bolsas de almécigo de 9,5 cm de

didametro y 25 cm de altura.
- Siembra de los micromacollos en el sustrato embolsado.

- Las bolsas conteniendo los micromacollos, se colocaron en bateas rectangulares y
colocaron en la cdmara climética a 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad a 23 + 1°C

y mantenidos durante 8 semanas (Figura 28).

- Para mantener la humedad los micromacollos fueron regados interdiario con agua

desionizada.
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Figura 28: Micromacollos de Guadua angustifolia en proceso de aclimatacion

En total se sometieron a aclimatacion 94 plantulas (micromacollos) durante 8

semanas, evaluandose al término de ese tiempo:

e Porcentaje de aclimatacion: Nimero de plantas que sobrevivieron del total de plantas

sembradas, expresado en porcentaje.

56



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.FASE DE ESTABLECIMIENTO O INICIACION

4.1.1. ESTABLECIMIENTO APARTIR DE YEMAS AXILARES
a. Establecimiento en dos tipos de medio de cultivo: sélido y liquido
a.l. Porcentaje de contaminacion

Se evaluaron 420 yemas axilares, correspondientes a los 14 tratamientos de la
fase de iniciacién, teniendo en cuenta que por tratamiento se hizo 3 repeticiones con 10

subunidades cada una por cada tratamiento.

El protocolo de desinfeccion para Guadua angustifolia, usando hipoclorito de
sodio al 1,1% durante 20 min, di6 los resultados presentados en la tabla 6, donde vemos que

en la primera semana no se tuvo contaminacion.

A la segunda semana de la siembra los tratamientos en medio liquidos

presentaron explantes contaminados con hongos.

A las cuatro semanas todos los tratamientos presentaban contaminacién por

hongos.

También se observd que el medio sdlido es el que presentd mayores

porcentajes de contaminacion por hongos en comparacién con el medio liquido (ver tabla 6).



Tabla 6: Contaminacion por hongos durante la fase de iniciacion para los medios MS sélido y liquido
adicionados de BAy ZEA

TRATAMIENTO TIPO DE MEDIO NUMERO DE SEMANA
1 2 3 4
Tl 0 mg/L BA SOLIDO 0.00% 0.00% 0.00%  25.00%
T2 1,5 mg/L BA SOLIDO 0.00% 0.00% 0.00% 16.67%
T3 3 mg/L BA SOLIDO 0.00% 0.00% 0.00%  50.00%
T4  45mg/L BA SOLIDO 0.00% 0.00% 0.00% 16.67%
T5 1,5mg/L ZEA SOLIDO 0.00% 0.00% 33.33% 33.33%
T6 3 mg/L ZEA SOLIDO 0.00% 0.00% 33.33% 33.33%
T7  45mg/L ZEA SOLIDO 0.00% 16.67% 83.33% 83.33%
T8 0 mg/L BA LIQUIDO 0.00% 3.34% 5.00% 6.67%
T9 1,5 mg/L BA LIQUIDO 0.00% 0.00% 3.33% 6.67%
T10 3 mg/L BA LIQUIDO 0.00% 0.00% 10.00% 16.67%
T11  4,5mg/L BA LIQUIDO 0.00% 0.00% 0.00% 3.33%
T12 1,5mg/L ZEA LIQUIDO 0.00% 3.33% 10.00% 13.33%
T13 3 mg/L ZEA LIQUIDO 0.00% 6.67% 16.67% 16.67%
T14 45mg/L ZEA LIQUIDO 0.00% 6.67% 13.33% 16.67%

No se tuvo contaminacién por bacterias en esta fase y en estos medios.

Para los tratamientos en medio sdlido, T1, T2, T3y T4, Daquinta et al. (2010)
obtuvieron resultados similares aplicando 3 tiempos de inmersion (3; 5 y 7 minutos,
respectivamente) en bicloruro de mercurio (0,25%) a las yemas de bambu chino, Dracaena
sanderiana L., en condiciones de incubacion en oscuridad por 21 dias, esta condicion se

planted para disminuir el riesgo la oxidacion de los explantes.

a.2. Porcentaje de prendimiento

Se evalu6 420 yemas axilares correspondientes a los 14 tratamientos
ensayados, de los cuales los mejores resultados de prendimiento se obtuvieron con los
tratamientos T1, T2, T3y T4, con un 100% de brotacion a la cuarta semana después de haber

sido sembrados (Figura 29).

Segun los porcentajes de no prendimiento y prendimiento podemos indicar que
los tratamientos ensayados en medio sdlido y con adicion de BA obtuvieron mayores
porcentajes de prendimiento en comparacion con los tratamientos ensayados en el medio
liquido, sin embargo, el tratamiento T14 (MS + 4,5 mg/L ZEA) obtuvo un 30% de prendimiento

siendo este ejecutado en medio liquido ademas de ser el del mejores resultados para los
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tratamientos con adicion de zeatina (Anexo 4).Estos resultados son opuestos a los obtenidos
por Daquinta et al. (2010), quienes obtuvieron 100% de brotacion en oscuridad durante 45 dias
y su mayor nimero de brotes de los explantes los alcanzaron en el medio liquido en agitacién
y en sistema de inmersion permanente con ventilacion forzada. En esta investigacion las yemas

se oxidaron mas rapido en medio liquido.

120%

100%

80%

60% g

40% 0 —

Promedio de brotacion (%)

20% 1 0

0%

TL T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12 T13 Ti4

Figura 29: Porcentaje de prendimiento a la 4ta semana de siembra, segin tratamiento

a.3. Porcentaje de necrosis

Para la evaluacién de las 420 yemas en los diferentes tratamientos se observo
que a la segunda semana de la siembra las yemas desarrolladas en tratamientos con adicion de
la citoquinina ZEA fueron los més afectados. Los tratamientos en medio sélido se afectaron
en menor porcentaje, siendo el tratamiento T1 el Unico que afectd a los explantes, el cual no

contaba con adicién de citoquinina.

A la tercera semana los tratamientos en medio liquido y solido presentaron
variados porcentajes de necrosis en grado 3. Sin embargo, el T y T3 fueron los Unicos que no
afectaron con este grado de necrosis.

En la cuarta semana, 11 tratamientos de los 14 que se realizaron ocasionaron
necrosis por completo, los 3 tratamientos restantes, Ts (MS + 3 mg/L ZEA, medio s6lido), T13
(MS + 3 mg/L ZEA, medio liquido) y T4 (MS + 45 mg/L ZEA, medio liquido) no
observo la necrosis total, pero su nivel de afectacion superaba el 80% (Figura 30).
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Los bajos niveles de prendimiento, sobre todo en el medio liquido, estuvieron
directamente relacionados a los altos niveles de necrosis en grado 3, ya que el avance del tejido

muerto no permitio la brotacién.

La necrosis en grado 3 indica que el tejido necrosado o muerto ha cubierto casi
en la totalidad o totalmente la yema sembrada, impidiendo que siga con el proceso de

desarrollo o crecimiento.
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Figura 30: Grado y porcentaje de necrosis a la 4ta semana de siembra en medio MS adicionado de
ZEA Yy BA.
b. Establecimiento en medio de doble fase
b.1. Porcentaje de contaminacion

El protocolo de desinfeccion aplicado fue el mismo que para medio solido y

liquido, el cual dio como resultado lo siguiente:

En la primera, segunda y tercera semana no se observé contaminacion por
hongos ni bacterias, sin embargo, en la 4ta semana se presentdé 17% de contaminacién por

hongos en los tratamientos T, T4y T7(Figura 31).
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Figura 31: Contaminacion por hongos durante la fase de iniciacion para medio de doble fase, a la
cuarta semana de siembra
En estos tratamientos no se presentd contaminacién por bacterias.

b.2. Porcentaje de prendimiento

De las 210 yemas evaluadas correspondientes a los 7 tratamientos, se observo
prendimiento a la 4ta semana, con un maximo de 43% en el tratamiento Tz (Figura 32).
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Figura 32: Porcentaje de prendimiento a la 4ta semana de siembra de yemas en medio de doble fase
Los tratamientos evaluados conteniendo BA son los que mejores resultados

presentan en esta fase, lo cual se asemeja a los resultados obtenidos en el ensayo de los medios

solidos y liquidos.

b.3. Porcentaje de necrosis

Para el medio de doble fase se observo que durante las dos primeras semanas

no hubo necrosis en ninguno de los tratamientos.

A la tercera semana se observo necrosis de grado 2, las yemas sembradas que

fueron afectadas fueron menores al 50%, sin embargo, no hubo necrosis de grado 3.

En la cuarta semana se observé necrosis en grado 3 en todos los tratamientos

(Figura 33), siendo el mas afectado el tratamiento T con un 40%, el cual no tenia adicion de

citoquinina.
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Figura 33: Porcentajes y grados de necrosis en la 4ta semana de evaluacion en medio de doble fase
Asi mismo la necrosis en grado 1 en los tratamientos T1 y T», los cuales
contienen BA, alcanzd porcentajes de 56,7 % y 60% respectivamente, lo cual no impide la

brotacion.

Segun la figura 31, los tratamientos que presentaron contaminacion por hongos
a la cuarta semana de evaluacion en este mismo medio fueron T, T4y T siendo este porcentaje
de 17, lo cual no fue significativo en cuanto al nimero de yemas afectadas (5 de 30 yemas
axilares sembradas), por lo que el proceso de prendimiento o brotacion no fue impedido. En
la figura 32 se observo que los mejores resultados para prendimiento se obtuvieron de los
tratamientos con adicion de la citoquinina BA, siendo el T3 el de mayor prendimiento (43%)
seguidos por el T2 y T1. Cuando esto se compara con la figura 33 vemos que el porcentaje de
necrosis en grado 3 es baja en los tratamientos con adicion de BA, sin embargo, no se supera

el 50% de brotacion.

Se continuo con la observacion de estas yemas hasta la 6ta semana después de

su siembra, con la finalidad de observar que las yemas brotadas desarrollen y las otras inicien
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este proceso (se encontraban hinchadas listas para brotar); sin embargo, al término de esta

semana solo se observo el nivel de necrosis de grado 3 en todas las yemas.

Las tasas de prendimiento con la citoquinina ZEA son muy bajas, el porcentaje
de necrosis de grado 2 y grado 3 (Figura 34) son altas pero el costo de este reactivo es caro en

comparacion con el reactivo BA.

El tratamiento con mayores niveles de necrosis en grado 3 fue el que no contaba
con adicion de citoquinina y también fue el que no present6 brotacion hasta su cuarta semana

de evaluacion.

Figura 34: Brotacidn y necrosis en grado 3 a las cuatro semanas de la siembra en medio de doble fase
del tratamiento MS+2mg/L ZEA (T4)

4.1.2. ESTABLECIMIENTO A PARTIR DE MICROESTACAS
a. Porcentaje de contaminacion

El protocolo de desinfeccion para Guadua angustifolia aplicado a la presente
investigacion, usando hipoclorito de sodio al 1,1% durante 20 min di6 los resultados
presentados en la figura 35, donde vemos que en promedio el porcentaje de explantes

contaminados por bacterias u hongos es bajo (menor de 5%).

A la primera semana de la siembra se observd que hubo contaminacion por

hongos en niveles inferiores al 5% y no se evidencio contaminacion por bacterias.

A la segunda y tercera semana se observé la contaminacion por bacterias, sin

embargo, la contaminacion por hongos fue mayor.
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Figura 35: Contaminacion por hongos y bacterias durante las tres semanas de evaluacién con los
tratamientos ensayados en microestacas

Mendoza et al. (2010) utilizaron once tratamientos de desinfeccion simple en
donde sélo dos tuvieron éxito, evaluaron a las dos semanas de siembra y continuaron hasta las
4 semanas, el primer tratamiento lo realizaron con estreptomicina 2 g/L y benomilo 2 g/L por
10 minutos, alcohol al 70% por 10 min, hipoclorito de sodio al 3% por 15 min e hipoclorito
de sodio al 1% por 10 min y obtuvieron el 10% de explantes libre de contaminantes; y el
segundo tratamiento lo realizaron con benomilo y estreptomicina 2 g/L de cada uno y 30 min
en hipoclorito de sodio al 2% logrando que menos del 5% de los explantes no fueron
contaminados. A partir de estos resultados ensayaron una doble desinfeccion la cual consistio
en sometimiento de los explantes a producto agroquimico (estreptomicina 2 g/L y benomilo 2
g/L), hipoclorito de sodio al 2% por 30 min, 24 horas en agua destilada y una nueva
desinfeccion con hipoclorito de sodio al 2% por 30 min, con lo cual lograron un 40% de
explantes sin contaminantes. Por otro lado, Casanova (2017) obtuvo un 67% de explantes
libres de hongos y bacterias empleando un tratamiento de desinfeccion, incluyendo una pre-
desinfeccion y consistio en la inmersion de los explantes en 70% de alcohol por 1 segundo,
luego NaOCIl al 2,5% con tween 20 por 10 min, enjuagar 3 veces con agua destilada estéril y
la segunda desinfeccion con NaOCl al 1,5% con tween 20 por 3 min y enjuague tres veces con

agua destilada estéril)

Mejores resultados a los de Mendoza et al. (2010) y Casanova (2017)
obtuvieron Marulanda et al. (2005), quienes aplicaron HgCl, (0,3%) durante 10 min y

obtuvieron 18,8% de yemas contaminadas por bacterias y 6,5% contaminadas por hongos,
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resultados parecidos a los obtenidos en esta investigacion en cuanto a contaminaciéon por
hongos. Asi mismo, Ramirez (2013) reporta que evalud 6 tratamientos de desinfeccion, con
previo proceso de pre-desinfeccion logrando mejores resultados de donde el tratamiento 3 (2
min en etanol y 15 min en NaOCI al 2%) tuvo los mejores resultados con un 14% de

contaminacion por hongos al dia 7 después de la siembra.

Jiménez et al. (2006) obtuvieron como tasa minima de contaminacion un 11%,
8 semanas después de la siembra, esto con un proceso de pre-desinfeccién con Extran + Agri-
mycin + Benomyl y un proceso de desinfeccion de NaOCI (1,5%) con adicion en el medio de
cultivo de PPM (2 ml/L), siendo esta tasa la mas baja en comparacion a las antes mencionadas.
El uso de estreptomicina en varias de las investigaciones revisadas se debe a que es eficaz
contra un amplio espectro de bacterias gramnegativas y diferentes micobacterias, ya que es un
aminoglucosido, por lo tanto, consta de azucares y aminoacidos, y actta a nivel ribosomal
inhibiendo la sintesis proteica en la subunidad pequefia del ribosoma (subunidad 30S) de forma

que impide que se forme el complejo de iniciacion de la sintesis proteica (Renneberg, 2014).

Los resultados de la presente investigacion son superiores a los obtenidos por

autores mencionados anteriormente.
b. Porcentaje de prendimiento

Se pudo observar gque el Unico tratamiento que presento brotacion en la primera

semana de siembra fue el T1 (2 mg/L BA).

En la segunda semana de evaluacién los tratamientos T3 (6 mg/L BA) y T4 (2
mg/L ZEA) presentaron los mayores niveles de brotacion y en la tercera semana (Figura 36)
todos los tratamientos presentan prendimiento (en diferentes porcentajes) pero el Tz y Ta
siguen siendo los de mayores niveles. En esta semana se suma a estos el tratamiento T+ (testigo

0 MS sin adicion de citoquinas).
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Figura 36: Porcentaje de brotacion durante las 3 semanas luego de la siembra de microestacas
A la cuarta semana después de la instalacion del material vegetal, la brotacion
fue del total restante (casi el 80% en algunos tratamientos), considerando como bajas o
material muerto el porcentaje de contaminacion y necrosis de esta fase. Cabe resaltar que la

cuarta semana fue considerada como parte de la fase de multiplicacion.

Ramirez (2013) indica que en su tercera semana de la siembra con el
tratamiento con NaOCI 2% por 15 min logré mayor porcentaje de brotacion con 15% en un
medio de MS sin adicion de citoquininas, y este comportamiento lo atribuye a que una
exposicion a una concentracion media de NaOCIl en un mayor tiempo podria activar la
diferenciacion celular de las yemas nodales y lograr una desinfeccion adecuada. Indica
también que bajo esas condiciones los explantes sufren un menor dafio fitotoxico en sus
tejidos, evitando asi su oxidacion y facilitando una regeneracion in vitro mas rapida y eficiente,
esto concuerda con nuestro protocolo de desinfeccion donde los resultados de brotacion con
un MS sin adicidn de citoquininas son mayores (23%).
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c. Porcentaje de necrosis

Segun los tratamientos aplicados, en la primera semana de evaluacion el Unico
que afect6 con algun porcentaje de necrosis en grado 3 fue el tratamiento Ts, sin embargo, en
los demas tratamientos estos porcentajes en dicho grado fueron bajos (menos del 8%), siendo
el de mas alto nivel el tratamiento con adicion de citoquinina ZEA (T4) y el testigo (T7).

A la tercera semana de evaluacion (Figura 37), se observé que los niveles de
necrosis en grado 2 eran mayores al 50% y el tratamiento que mas afect6 con el grado 3 fue el

T1, sin embargo, no superaba el 50%.
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Figura 37: Grados de necrosis a la tercera semana de siembra de las microestacas

En el caso del prendimiento relacionado con la necrosis, se observo que en los
tratamientos con ZEA a mayor grado de necrosis menor es el prendimiento, sin embargo, con
la citoquinina BA no se cumple esta relacion, ya que al término de la tercera semana el
tratamiento T tuvo un alto porcentaje de necrosis en grado 3 ocasionando que el porcentaje
de prendimiento fuera bajo, entonces se esperaba que el T3 al presentar mayor porcentaje de
necrosis que el T» presentara menor prendimiento que este tratamiento, sin embargo, presentd
mayor porcentaje de prendimiento con esta citoquinina. Se pudo observar que la brotacién de

microestacas de bambu se logra con grado 2 de necrosis.

El establecimiento de la microestaca tuvo mejores resultados que la yema
revestida con tres hojas, debido a que los nudos contienen las sustancias de reserva que necesita

la yema activa para la brotacion y desarrollo.
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4.2. FASE DE MULTIPLICACION
4.2.1. PORCENTAJE DE PRESENCIA DE CALLOS

No se observo presencia de callos en esta fase.
4.2.2. EVALUACION DE CRECIMIENTO

La primera evaluacién en esta fase se realiz6 al término de la segunda semana

del subcultivo a medio de multiplicacion, luego se evalud cada 4 semanas.

La evaluacion comprende el nimero de brotes y hojas y se realiz6 a nivel de
subcultivo. Debido a que el nimero de brotes y hojas obtenidos son variables cuantitativas
discretas se realiz6 la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, empleando para esto al

programa estadistico InfoStat version libre estudiantil.
a. Evaluacion de crecimiento Primer subcultivo

Los resultados obtenidos para el primer subcultivo sin divisién, muestran que
existen diferencias significativas para el nimero de brotes y hojas a un nivel de confianza de

95%, tal como se ve en las tablas 7 y 8 respectivamente.

Tabla 7: Comparacion de medias de nimero de brotes para el primer subcultivo, sin division

Tratamiento Media
5 4mg/L ZEA 1,00 A
6 6 mg/L ZEA 1,13 A
4 2mg/L ZEA 1,13 A B
1 2mg/LBA 1,53 B C
2 4mg/LBA 1,70 C
3 6 mg/L BA 257 D

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Como se puede observar en la tabla 7, los tratamientos con adicion de la
citoquinina BA son los que mayor media en cuanto a numero de brotes obtenidos, el

tratamiento 3 (MS + 6 mg/L BA) se diferencia por el mayor valor de su media.
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Tabla 8: Comparacién de medias de nimero de hojas para el primer subcultivo, sin division

Tratamiento Media
4 2mg/L ZEA 2,80 A
5 4mg/L ZEA 2,90 A
6 6 mg/L ZEA 2,97 A B
1 2mg/L BA 3,67 B C
2 4mg/LBA 4,03 C
3 6 mg/L BA 4,67 C

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)
Al igual que en la tabla 7, en la tabla 8 los tratamientos con adicion de la
citoquinina BA son los que mayor media en cuanto a nimero de hojas obtenidos, sin embargo,

no hay marcada diferencia significativa entre estos tratamientos.
b. Evaluacién de crecimiento Segundo subcultivo

Los resultados obtenidos para el segundo subcultivo sin division, muestran que
existen diferencias significativas para el nimero de brotes y hojas a un nivel de confianza de

95%, tal como se presentan en las tablas 9 y 10 respectivamente.

Tabla 9: Comparacion de medias de nimero de brotes en el segundo subcultivo, sin division

Tratamiento Media

5 4 mg/L ZEA 1,57 A

6 6 mg/L ZEA 1,67 A

4 2 mg/L ZEA 2,07 A

1 2 mg/L BA 2,03 A B

2 4 mg/L BA 2,53 B C
3 6 mg/L BA 4,03 C

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

La comparacion de medias del nimero de brotes nos indica que los mejores
resultados son para los tratamientos T» y T3, sin embargo, el tratamiento Tz (MS + 6 mg/L BA)
es el que muestra mayor numero de brotes, siendo su media la que presenta mayor diferencia

del resto con 4,03 brotes por explante.
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Tabla 10: Comparacion de medias de numero de hojas en el segundo subcultivo, sin division

Tratamiento Media
4 2 mg/L ZEA 5,47 A
5 4 mg/L ZEA 5,67 A
6 6 mg/L ZEA 6,00 A
1 2 mg/L BA 7,60 A B
2 4 mg/L BA 8,43 B C
3 6 mg/L BA 10,13 C

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)
La comparaciéon de medias del nimero de hojas nos indica que los mejores
resultados son para los tratamientos T2 y T3, siendo estos similares a los resultados obtenidos

en latabla 9 y diferencidndose el tratamiento T3z del resto de los ensayados.
c. Evaluacion de crecimiento Tercer subcultivo

La prueba estadistica no paramétrica de Kruskal-Wallis aplicada al nimero de
brotes y hojas en el tercer subcultivo sin dividir, nos indica que existen diferencias

significativas para el nimero de brotes y hojas a un nivel de confianza de 95%.

Tabla 11: Comparacion de medias de nimero de brotes en el tercer subcultivo, sin division

Tratamiento Media
6 6 mg/L ZEA 2,37 A
5 4 mg/L ZEA 2,53 A
4 2 mg/L ZEA 2,67 A
1 2 mg/L BA 3,03 A
3 6 mg/L BA 4,57 B
2 4 mg/L BA 4,20 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

La comparacion de medias del nimero de brotes nos indica que los mejores
resultados son para los tratamientos T2 y T3, siendo estos similares a los resultados obtenidos

en la tabla 9 y diferencidndose el tratamiento T3 del resto de los tratamientos ensayados.

Tabla 12: Comparacion de medias de nimero de hojas en el tercer subcultivo, sin division

Tratamiento Media
6 6 mg/L ZEA 8,67 A
5 4 mg/L ZEA 8,87 A
1 2 mg/L BA 9,50 A
4 2 mg/L ZEA 9,83 A
2 4 mg/L BA 13,20 B
3 6 mg/L BA 13,77 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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La comparacion de medias del nimero de hojas nos indica que los mejores
resultados son para los tratamientos T2 y Ts, no habiendo diferencia significativa entre ambos

tratamientos.
d. Evaluacién de crecimiento Cuarto subcultivo

Los resultados obtenidos para el cuarto subcultivo sin division, muestran que
existen diferencias significativas para el nimero de brotes y hojas a un nivel de confianza de

95%, tal como se ve en las tablas 13 y 14, respectivamente.

Tabla 13: Comparacion de medias de ndimero de brotes en el cuarto subcultivo, sin division

Tratamiento Media
6 6 mg/L ZEA 2,57 A
5 4 mg/L ZEA 3,23 A B
4 2 mg/L ZEA 3,20 A B
1 2 mg/L BA 3,57 B C
2 4 mg/L BA 4,87 C D
3 6 mg/L BA 5,40 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Como se observa en la tabla 13, las medias mas altas, que se diferencian
significativamente del resto de los tratamientos ensayados, son del T2 y T3, no encontrandose
diferencia significativa entre ellos. A pesar de esto, se observa que el tratamiento Tz muestra
una media mayor en comparacion de los otros tratamientos, equivalente a 5,40 brotes por

explante.

Tabla 14: Comparacion de medias de nimero de hojas en el cuarto subcultivo, sin division

Tratamiento Media
6 6 mg/L ZEA 9,20 A
5 4 mg/L ZEA 10,60 A B
4 2 mg/L ZEA 12,13 B C
1 2 mg/L BA 12,47 B C
2 4 mg/L BA 13,83 B C
3 6 mg/L BA 15,33 C

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

La comparacion de medias del numero de hojas nos indica que no hay
diferencia significativa entre los tratamientos Ti1, T2, Tz y T4, siendo esta la primera
comparacion de medias que incluye un tratamiento con la adicion de ZEA, sin embargo, como

en las tablas anteriores el tratamiento T3 sigue teniendo mayor media.
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e. Evaluacion de crecimiento Quinto subcultivo

Los resultados obtenidos para el quinto subcultivo sin division, muestran que
existen diferencias significativas para el nimero de brotes y hojas a un nivel de confianza de

95%, tal como se presenta en las tablas 15 y 16, respectivamente.

Como se observa en la comparacion de medias del nimero de brotes en este
subcultivo, los tratamientos T2 y Tz son los que tienen mayor media en comparacion a los otros

tratamientos ensayados (Tabla 15).

Tabla 15: Comparacion de medias de nimero de brotes en el quinto subcultivo, sin division

Tratamiento Media
6 6 mg/L ZEA 4,00 A
4 2 mg/L ZEA 4,63 A B
5 4 mg/L ZEA 4,80 A B
1 2 mg/L BA 5,53 B
2 4 mg/L BA 6,40 B C
3 6 mg/L BA 7,77 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
En la tabla 16 se puede observar que existen diferencias significativas en los
tratamientos ensayados, siendo todos los tratamientos con adicion de la citoquinina de BA'y

el tratamiento T4 los de mejores resultados en cuanto a medias del nimero de hojas.

Tabla 16: Comparacion de medias de nimero de hojas en el quinto subcultivo, sin division

Tratamiento Media
6 6 mg/L ZEA 11,57 A
5 4 mg/L ZEA 14,70 B
4 2 mg/L ZEA 16,57 B C
2 4 mg/L BA 17,53 B C
1 2 mg/L BA 18,37 C
3 6 mg/L BA 21,17 C

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Como se ve en los cinco subcultivos sin division, los tratamientos con adicion
de citoquinina BA son los que mejores resultados en comparacion de medias de brotes y hojas
ha obtenido. De estos tratamientos, el ensayo con MS + 6 mg/L de BA (Ts) es el que mayor

namero de brotes y hojas presento, obteniéndose 7,77 brotes/explante y 21,17 hojas/explante.
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También se observa que los tratamientos con adicion de la citoquinina ZEA

son los que presentaron menor nimero de brotes, siendo el tratamiento Te (6 mg/L ZEA) el

que menor numero promedio de brotes obtuvo.

4.2.3. TASA DE MULTIPLICACION

Se considerd conveniente no continuar evaluando el medio de cultivo

adicionado de ZEA, ya que su numero de brotes es bajo en relacion a los adicionados con BA,

ademas de ser elevado el costo.

a. Tasa de multiplicacion Primer subcultivo.

Como se muestran en los resultados, para el primer subcultivo con division, los

tratamientos ensayados muestran que existen diferencias significativas en el niUmero de brotes

y micromacollos a un nivel de confianza de 95%.

Tabla 17: Comparacion de medias de nimero de brotes en el primer subcultivo dividido

Tratamiento Media
6 6 mg/L ZEA 3,70 A
5 4 mg/L ZEA 4,50 A
4 2 mg/L ZEA 4,87 A
2 4 mg/L BA 7,23 B
1 2 mg/L BA 8,63 B
3 6 mg/L BA 8,80 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

De la tabla 17 se desprende que entre los tratamientos T, T1 Y T3 no existen

diferencias significativas y son los que mayor nimero promedio de brotes tienen; sin embargo,

como en los casos anteriores el tratamiento Tz es el que mayor nimero promedio de brotes

ofrece.

Tabla 18: Comparacion de medias de niUmero de micromacollos en el primer subcultivo

dividido
Tratamiento Media

6 6 mg/L ZEA 1,57 A

4 2 mg/L ZEA 1,93 A B

5 4 mg/L ZEA 1,93 A B

1 2 mg/L BA 2,30 B

2 4 mg/L BA 2,63 D
3 6 mg/L BA 2,97 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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En la comparacién de medias respecto al niumero de micromacollos se ha
obtenido que en los tratamientos T> y Tz no se tienen diferencias significativas. EI mayor
ndmero promedio de micromacollos se obtuvo con el T3, el cual reporta 2,97 micromacollos

formados por explante.

Como se ha observado en los diferentes subcultivos sin divisidn y en las tablas
17 y 18, los tratamientos con adicion de la citoquinina ZEA siempre obtienen los promedios
mas bajos en cuanto a nimero de brotes y nimero de micromacollos, por lo que, al ser una
fitohormona de alto costo, en comparacion a la citoquinina BA y no tener los mejores

resultados, la descartamos para los siguientes subcultivos.

b. Tasa de multiplicacién Segundo subcultivo.
A partir de este subcultivo con division, sélo se ensayaron tratamientos con

adicién de la citoquinina BA.

Tabla 19: Comparacion de medias de nimero de brotes en el segundo subcultivo dividido

Tratamiento Media D.E H p-value
1 2 mg/L BA 6,53 2,06 0,81 0,6611
2 4 mg/L BA 6,73 1,70
3 6 mg/L BA 7,33 3,27

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Tabla 20: Comparacion de medias de namero de micromacollos en el segundo subcultivo dividido

Tratamiento Media D.E H p-value
1 2 mg/L BA 2,10 0,66 0,45 0,7571
2 4 mg/L BA 2,23 0,77
3 6 mg/L BA 2,27 0,78

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Los resultados que presentan la tabla 19 y 20 nos indican que no existen
diferencias significativas entre los tratamientos ensayados. El tratamiento con mayor media de
namero de brotes y nimero de micromacollos es el T3, donde se obtuvo medias de 7,33

brotes/explante y 2,27 micromacollos/explante.

c. Tasa de multiplicacion Tercer subcultivo.
Los resultados muestran que no existe diferencia significativa entre los

tratamientos ensayados para numero de brotes y nimero de micromacollos.
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Tabla 21: Comparacion de medias de nimero de brotes en el tercer subcultivo dividido

Tratamiento Media D.E H p-value
1 2 mg/L BA 8,33 3,07 4,28 0,1112
2 4 mg/L BA 7,43 1,50
3 6 mg/L BA 8,60 2,24

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Las tablas 21 y 22 nos muestran que aplicar cualquiera de los 3 tratamientos,
nos da un ndmero de brotes y grupos similares, puesto que no hay diferencias estadisticamente
significativas. Sin embargo, el tratamiento T3 para ambos casos es el que mayor promedio

obtuvo.

Tabla 22: Comparacion de medias de nimero de micromacollos en el tercer subcultivo

dividido
Tratamiento Media D.E H p-value
1 2 mg/L BA 2,33 0,76 0,17 0,8778
2 4 mg/L BA 2,27 0,52
3 6 mg/L BA 2,33 0,55

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)
d. Tasa de multiplicacion Cuarto subcultivo.
Los resultados obtenidos para este subcultivo con division, muestran que
existen diferencias significativas para el namero de brotes y micromacollos a un nivel de

confianza de 95%.

Tabla 23: Comparacion de medias de ndimero de brotes en el cuarto subcultivo dividido

Tratamiento Media
1 2 mg/L BA 7,67 A
2 4 mg/L BA 8,43 A
3 6 mg/L BA 11,57 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Como se observa en la tabla 23, existen diferencias significativas entre los
tratamientos ensayados, el tratamiento T3, segun esta tabla, se diferencia significativamente de

los demas, teniendo un promedio de brotes de 11,57 brotes/explante.

Tabla 24: Comparacion de medias de nimero de micromacollos en el cuarto subcultivo

dividido
Tratamiento Media
1 2 mg/L BA 2,27 A
2 4 mg/L BA 2,43 A
3 6 mg/L BA 3,27 B

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

76



La tabla 24, nos confirma que el tratamiento T3 tiene los mejores resultados,
teniendo 3,27 micromacollos/explante, por la diferencia estadisticamente significativa a un
95% de confianza.

Tabla 25: Tasa promedio de multiplicacion por tratamiento y subcultivo, respecto al
namerode brotes/explante

Tratamiento Numero de subcultivo Tasa promedio
1 2 3 4
T1 2 mg/L 8,63 6,53 8,33 7,67 7,79
T2 4 mg/L 723 673 7,43 843 7,46
T3 6 mg/L 8,80 7,33 8,60 11,57 9,08

En la tabla 25, se resumen las tasas promedios de multiplicacion por
tratamiento teniendo como resultado que el tratamiento adicionado con 6 mg/L BA es el que
obtuvo mayor nimero promedio de brotes por explante. Se puede observar que después de la
primera division el valor promedio bajo. Sin embargo, en los siguientes subcultivos este

ndmero fue en ascenso, notdndose una marcada diferencia en comparacion a los anteriores.

Para el caso de brotes por explantes con la adicion de 2 mg/L BA obtuvimos
mayores resultados a los obtenidos por Casanova (2017) con 2,33 brotes nuevos por explante
usando medio MS modificado (Mathur et al. 1995) + 2 mg/L de BA. Esto se puede deber al
tiempo empleado para llegar hasta este punto o que en esta investigacion se dividié a los
explantes en grupos y no individualmente.

Tabla 26: Tasa promedio de multiplicacion por tratamiento y subcultivo, respecto al nUmero
de micromacollos/explante

Tratamiento Numero de subcultivo Tasa promedio
1 2 3 4
T1 2 mg/L 2,30 2,10 2,33 2,27 2.25
T2 4 mg/L 2,63 2,23 2,27 2,43 2,39
T3 6 mg/L 2,97 2,27 2,33 3,27 2,71

Para la fase de multiplicacién de Guadua angustifolia se usan micromacollos

(los cuéles se generan de una microestaca).

En la division continua de micromacollos, estos deben ser divididos en grupos
de 2 a 5 brotes y ser sembrados de esa forma, pues si se divide en brotes individuales es poco
probable que se desarrolle. La tasa de multiplicacion de micromacollos, nos indica cuantos

micromacollos nuevos vamos a obtener a partir de un explante.
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En la tabla 26, en la que se presenta la tasa promedio de multiplicacion, se
observa que el tratamiento Tz con 2,71 micromacollos/explante es el que mejores resultados
ha dado. Como en la tabla anterior el namero de micromacollos desciende después de la
primera division, sin embargo, asciende en los siguientes subcultivos, siendo el cuarto

subcultivo el que tiene una marcada diferencia respecto a los demas.

Estos resultados son ligeramente mayores a los obtenidos por Jiménez et al.
(2006), ya que ellos obtuvieron una tasa de multiplicacion de 2,5 micromacollos con la adicién
de 5 mg/L BA con similar nimero de semanas a los trabajados en esta investigacion para esta

fase.

Con los resultados obtenidos se comprueba la correlacion positiva del BA en
el medio de cultivo con la tasa de multiplicacion, es decir, a mayor cantidad de BA mayor es

la tasa de multiplicacion.

Marulanda et al. (2005) obtuvieron una tasa de multiplicacion de 2 con 2,5
mg/L BA realizando los subcultivos cada 4 semanas, ademas us6 como enraizante AlA. Al
inicio de esta investigacion se tomd en cuenta este tiempo, sin embargo, se observo que los
brotes aun eran pequefios y no tenian un aspecto vigoroso ni de brotes endurecidos por lo que
se opto por dejarlo hasta las 6 semanas, tiempo que permitié que desarrollen mayor nimero

de raices vigorosas.

Segun la informacion primaria mencionada en el marco tedrico, en dos afios
por métodos convencionales se obtendrian 1296 plantas (en macollos) para llevar a campo, en
la presente investigacion y con la tasa de multiplicacion obtenida, en el mismo tiempo se

obtendrian 425713 plantas madres para aclimatar.

Desde el inicio de esta fase se observé la aparicion de raices en el 30% de las
unidades experimentales, para el término de los subcultivos sin division el total de

micromacollos presentaban raices vigorosas y turgentes al 100%.

Después de la ultima division se esperd6 4 semanas para proceder a la
aclimatacion, esto debido a que en cada division se retird todo el medio sélido y recort6 gran
parte de las raices. Luego de este tiempo los micromacollos presentaron al menos 50% de

raices turgentes y vigorosas.
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4.3. FASE DE ACLIMATACION

a. Porcentaje de aclimatacion

En el ensayo preliminar no registrado, se utilizd como sustratos:
e Premix N° 8 (anexo 2)
e Pastilla prensada — Jiffys 50F (anexo 1)

Se observo que las vitroplantas crecieron y tuvieron mayor vigorosidad en el sustrato
premix N°8 (Figuras 38 y 39).

Figura 38: Vitroplantas de Guadua angustifolia en pastillas prensadas (izquierda) y
Premix N°8 (derecha)
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Figura 39: Vitroplantas a los 15 dias de iniciar la aclimatacién en dos tipos de sustrato

Como se aprecia en la figura 39, el jiffy tiene menor espacio, en comparacion con el
sustrato premix para desarrollo de raices, ademas la instalacion en este sustrato se hizo dificil
pues las raices son turgentes y rigidas. En el premix N° 8, a los 15 dias, se observé que las

plantulas tenian mayor tamafio y nuevos brotes en comparacion con las plantulas en jiffys.

Durante 8 semanas se sometieron a aclimatacién un total de 94 plantulas
(macollos), de las cuales 87 plantas se aclimataron, correspondiendo a un 92,5% de

aclimatacion.

Jiménez et al. (2006) y Marulanda et al. (2005) obtuvieron porcentajes de
aclimatacion mayor a 95, ambos coinciden en que fertilizaron la planta a las 6 semanas y 1
semana respectivamente después de haber iniciado esta fase. El sustrato que usaron no fue
inerte. Esto pudo haber hecho la diferencia con nuestra investigacion, puesto que no se ha

utilizado fertilizante alguno y el sustrato usado es inerte.
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V. CONCLUSIONES

Se corroboré que el método de desinfeccidn propuesto por Cabrera (2015) es eficaz ya
que en la fase de iniciacion o establecimiento se obtuvo aproximadamente 95% de éxito

(explantes libres de patdgenos).

En el proceso de seleccion de explantes se comprobd que el material vegetal para la
propagacion in vitro de Guadua angustifolia es la microestaca, con un porcentaje de
prendimiento del 80% para el T3 (MS + 6 mg/L BA). Las yemas revestidas reaccionaron

bien al proceso de desinfeccidon, pero no lograron prosperar en el prendimiento.

En la fase de establecimiento in vitro de microestacas, el tratamiento 3 (MS + 6 mg/L BA)
fue el que mejor resultado logro, al igual que el medio sin adicion de citoquinina. Sin
embargo, se observd mayor vigorosidad y tamafio de los brotes con la adicion de la

citoquinina.

En la fase de multiplicacién el nimero de brotes y hojas en los tratamientos con BA fueron

mayores a los obtenidos con la adicion de ZEA.

La tasa de multiplicacién en el primer subcultivo fue 2,97 micromacollos/6 semanas con
el T3 (MS + 6 mg/L BA). Sin embargo, en el segundo subcultivo con division la tasa de
multiplicacion se redujo considerablemente y a partir de la tercera division la tasa de
multiplicacion aumento, lo que demuestra una relacién directamente proporcional de la

adicién de BA con la tasa de multiplicacién a partir de la segunda division.

La tasa de multiplicacién promedio es 2,71 micromacollos/6 semanas por explante, lo
cual nos dié 104 plantas para aclimatar en el primer afio y 425713 en el segundo afio
plantas madres por aclimatar. La tasa inicial se debe a que en el comienzo de este tipo de
propagacion se considero el tiempo para llegar hasta la fase de multiplicacion con division
(fase de iniciaciéon y multiplicacion sin division), sin embargo, si se dispone del material

vegetal in vitro listo para multiplicar ese tiempo se elimina.



10.

11.

12.

De acuerdo a la informacion contenida en el marco tedrico, en esta investigacion se ha

logrado una mayor tasa de multiplicacion que en las referidas experiencias en viveros.

Se requieren 47 semanas desde el establecimiento in vitro de las microestacas hasta el

inicio de la aclimatacion.
No hubo formacion de callos durante el delo desarrollo in vitro de Guadua angustifolia.

Debido a que durante la fase de multiplicacion se observé presencia de raices, no fue

necesario el uso de sustancias inductoras del enrraizamiento.
Se logro aclimatar el 92,5% de plantulas con el sustrato Premix N° 8.

El protocolo que se establecio para la “Propagacion in vitro de Guadua angustifolia
(Bambu) a partir de microestacas de plantas desarrolladas en invernadero” consiste en
utilizar como explantes microestacas conteniendo un nudo con una yema; luego proceder
a la desinfeccion con benomilo 2 g/L, seguido de hipoclorito de sodio al 1,1% y PPM
2ml/L, mantenidos en incubacion durante 3 semanas (las dos primeras semanas en
oscuridad y la dltima en penumbra) en medio de iniciacion MS con PPM 2 mg/L y BA
6mg/L. Luego 5 subcultivos sin division cada 4 semanas, seguido de 4 subcultivos con
division cada 6 semanas. La incubacion fue en camara de crecimiento vegetal 26+2°C,
70% de humedad relativa, fotoperiodo de 16 horas luz, y 5440 lux de intensidad
luminosa. La aclimatacion se logra en 8 semanas usando sustrato PREMIX #8 en

condiciones de camara climatica.
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VI. RECOMENDACIONES

Desarrollar otras investigaciones evaluando un mayor nimero de subcultivos
con division, ello con el fin de determinar si varia la tasa de multiplicacion y la vigorosidad de

los brotes de la especie.

Comprobar la estabilidad de la tasa de multiplicacion y la vigorosidad de los

brotes en funcidn del nimero de subcultivos

Ensayar la aclimatacion de vitroplantas de Guadua angustifolia usando

sustratos organicos para evaluar el crecimiento de éstas.

Aplicar el protocolo de propagacion establecido a otras especies de Guadua,

para verificar su eficacia en otras especies del mismo género.
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VIII. ANEXOS

ANEXO 1:
FICHA TECNICA DEL SUSTRATO JIFFY F50

1.0  NOMBRE COMERCIAL DEL PRODUCTO:

Producto final: JIFFY-7 FORESTRY PEAT PELLET - CERTIFICATE OF ANALYSIS

1.1. Identificacion del fabricante:

Nombre: JIFFY PRODUCTS (N.B.) LTD.

Direccion: 125 INDUSTRIAL PARK. PO BOX 2004 SHIPPAGAN, NB E8S 3H1 CANADA

1.2. Identificacion de la empresa importadora:
Nombre: MARUPLAST INTERNACIONAL EIRL
Direccion:  Av. Primavera 120 Of. B -404 Surco, Lima - Pera

20 INFORMACIONY CARACTERISTICA DEL PRODUCTO

Raw Materials Used

L, Canadian Sphagnum Peat Moss Approx. 97%
The Sphagnum peat moss is sun & wind dried on the field and vacuum harvested. The
average humidity 1s about 50% at this point.
All peat suppliers have their field inspected by the Canadian Food Inspection Agency.
It is further processed in a flash drier at high temperature above 110 C at the factory
immediately before making the pellets. The process takes place in about 2 to 3 minutes
depending on the conditions of the peat. The humidity at this point is dropped to about 18%.

2. Dolomite Lime Up to 2 %
pH 49+4/-05
3, Nutrient Charge From Fertilizer
Conductivity (EC) 0.5 +/~ 0.3 mhos
N: 0.12%
P: 0.06%
K: 0.06%

Plus trace of microelements
Methodology for pH and Ec

1. Expand pellets fully and allow total saturation.
2. Let stand for 24 hours.

3. Squeeze liquid (water) out

4. Measure pH and Ec

4. Net (LDPE) Approx. 1%
Organic Content 94 to 98 %
Water Retention Capacity 500 — 700 % of dry weight

Maximum Humidity Level 15 -23%

Bulk Density Approx. 0.15 gram/cc (Compressed and dried based)

Or 150 kg/m3

Fuente: Maruplast Internacional E.L.R.L.



ANEXO 2:
FICHA TECNICA DEL SUSTRATO PREMIX #8

1.0 NOMBRE COMERCIAL DEL PRODUCTO:
Producto final: SUSTRATO PREMIX #8
1.1. Identificacion del fabricante:
Nombre: SUNGRO HORTICULTURE INC.
Direccion: 15831 N.E. 8TH Street, Bellevue, WA 98008

1.2. Identificacion de la empresa importadora:
Nombre: MARUPLAST INTERNACIONAL EIRL
Direccién: Av. Primavera 120 Of. B -404 Surco, Lima - Peru

2.0 INFORMACION SOBRE EL PRINCIPAL COMPONENTE DEL PRODUCTO

Ingredients: Uses:

Fine Canadian Sphagnum peat moss Bedding Plants
Fine Vermiculite and Perlite

Dolomite Vegetables
Gypsum Tobacco

Proprietary starter nutrient charge with major and minor nutrients
Proprietary wetting agent

Available:
Typical Extractable Nutrient Range * Loose Fill - 2.8 cu ft. bags, 51/pallet
pH 50-5.5 60 cu ft. totes and bulk
Ec (mmhos),cm 0.3-.75 Compressed - 3.8 cu.ft. bales. 30/ pallet
Nitrate Nitrogen, NO3-N (ppm) 5-40 55.5 cu ft. bales, 2 per pallet
Ammonium Nitrogen, NH4 - N (ppm) 2-20
Phosphorus, P (ppm) 5-25 Average Yield:
Potassium, K (ppm) 25-100 Loose fill - 2.8 cu ft. and 60 cu ft.
Calcuim, Ca (ppm) 50 - 190 respectively
Magnesium, Mg (ppm) 30-100 Compressed - 7.1 cu ft. and 110 cu ft.
Sulfur, S (ppm) 40 - 180 respectively
Manganese, Mn (ppm) 3-15
Iron, Fe (ppm) 0.1-1.0 Average Shipping Weight
Copper, Cu (ppm) .005 - .15 3.8 cu ft. - 48-80 Ibs.
Boron, B (ppm) .05-03 55.5 cu. Ft. = 800-1200 Ibs
Zinc, Zn (ppm) .03-.5 2.8 cu ft. = 25-40 Ibs
Molybdenum, Mo (ppm) .005 - .15 60 cu ft. = 500-600 Ibs
* Saturated extract procedure (two weeks after production)
Physical Properties
Tests Standard Testing Method
Bulk Density 7 -10 Ibs./ft3 A.S.T.M.D 2978-90
Moisture Percentage 45-55% Percent based on weight to weight basis
Water-holding capacity 50 - 70% by volume Values at container (6 1/2" azalea pot)
capacity of media
Air Capacity 8 - 20% by volume Values at container (6 1/2" azalea pot)

capacity of media

ATENCION: Esta informacion se suministra de buena fe, es precisa y confiable segun nuestro mejor conocimiento, pero debe considerarse sélo como una guia
en la seleccion del producto y no como garantia de funcionalidad. MARUPLAST INTERNACIONAL E.L.R.L. declina toda responsabilidad por resultados

obtenidos mediante el uso de ésta informacion

Fuente: Maruplast Internacional E.L.R.L.
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ANEXO 3:
DATOS DE CONTAMINACION DURANTE LA FASE DE INICIACION PARA

MEDIO LIQUIDO Y SOLIDO EN YEMAS AXILARES

0: Sin contaminacion

1: Contaminado por Hongos

2: Contaminacién por bacterias
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0000O0OO0O0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
0000O0OO0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOSO
0000OO0OO0O0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
010000O0O0OO0OO0OOO0OO0OOOOOOOOOOO1O0OOOOOO

R1

MIENT
oS

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

T9
T10
T11
T12
T13
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0000100O0O0OO0OO0OO0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOO
0000O100O0OO0OO0OOO0OO0OOOOOOOOOO1O0OOOOOOO
000100O0O0OO0OO0OOO0OOOOOOOOOOO1O0OOOOOOO

T14
T15
T16

A LAS 3 SEMANAS DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA

MIENT
oS

R2 R3

R1
0000O0O0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

0000O0O0OO0OOOOCOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
0000O0O0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
0000O0O0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
0000O0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
0000011111 000000000011 11100000
0oo000O0O0OO0OO0OO11111000001111100000
1111111111111 1100000/2111111111
0010000O00OO0COO0OOOOOOOOOOOOOOOOO
0000O0O0OOOOOCOOOOOOOOOO1O0O0OO0OO0OOOO0OO
000000011 00000O0OO0COO0O0O0O0O01O0O0OO0OO0OO0OOO0OO
0000O0O0OO0OOOCOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
010000O0O0O0OO0O0OO0OO0COOOOOOOOOO1O0O0OO0OOO0OO
0000100O0O0OO0CGOOOOOOOOOO1OOOOOOOOT1
11001000000000O0O0CO0OO0O0OO0O10100O0OO0OO0ODOCO
000100O0O0O0O0OO0OO0OO0OOOOOOOOO1O0O01O0O0O012

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

T9

T10
T11
T12
T13
T14
T15
T16

A LAS 4 SEMANAS DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA

MIENT
oS

R2 R3

R1
11111000002 1111111110000000000

1111100000000000O0O0OO0O0O0OOOOOOOOO

111110000000000O0OO0O0O0O01111111111

T1

T2

T3

000O0OO0OO0O0OOOOOOOOOOOOOSOOOOOO1I1111

T4

0000OO0OO0O0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
0ooo000111110000000000/1111100000
0oo0o00OO0OO0OO0OOO1111100000/2111100000
11111111111111100000/1111111111

T5

T6

T7

T8

10100000O0O00O0C0O0CO0O0OO0O0OOOOOOOOOOOOO

0o0o00OO0OO0OOOOOOCOOOOOOOOOO1O0O0OO0O0OO0OO0O0T1

T9

T10
T11
T12
T13
T14
T15
T16

0000O0O0OO0O1100000O0OO0OO0OO0OO0OO0O0O1O0O01O0O0O1IO00O

10000O0O0OO0DO0ODO0O0O0OOOOOOOOOOOOOOOOOOO
010000O0O0OO0OO0OOO0OO0OOOOOOOOOOO1O0OOOOOO

0o0o0010O0O0OO0OO0O0O0OO0C0OOOOOOO1O0O0O0O001O00©O01

1100100000000O0O0O0D0DO0OO0OO0O1010O0O0OO0OO0ODO0CDO

0001000O0OO0OO0OOO0OOOOOOOOO1O0O1O0O0O1O0O0OO0C1
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ANEXO 4:
DATOS DE PRENDIMIENTO DURANTE LA FASE DE INICIACION PARA

MEDIO LIQUIDO Y SOLIDO EN YEMAS AXILARES

1: No prendimiento
2: Prendimiento

A LAS TRES SEMANAS DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA
MIENT
oS

R3

R2
1111111111111 1111111j1111111111
1111111111111 1111111j17111111111
111111111111111122221111111111
1111111111111 1111111j17111111111
1111111111111 1111111j1111111111
1111111111111 1111111j17111111111
111111122211111111221111111111
1111111111111 1111111j17111111111
1111111111111 1111111j1111111111
t11111111111111111111j17111111111
1111111111111 1111111j1111111111
1111111111111 1111111j17111111111
1111111111111 1111111j17111111111
111111111111 11111111j1111111111
11111111121111111111j1121111111
111112222211111112221111111112

R1

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

T9

T10
T11
T12
T13
T14
T15
T16

A LAS CUATRO SEMANAS DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA

MIENT
oS

R3

R2
22222222222 222222222222222222:2
22222222222 222222222222222222:2
22222222222 222222222222222222:2
22222222222 222222222222222222:2
1111111111111 11111112111122222
1111111111111 1111111]17111111111
111111122211111111221111111111
t11111111111111111111j1111111111
1111111111111 1111111j17111111111
t11111111111111111111j1111111111
1111111111111 1111111j17111111111
t11111111111111111111j1111111111
1111111111111 1111111j17111111111
t11111111111111111111j1111111111
11111111121111111111j1121111111
111112222211111112221111111112

R1

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

T9

T10
T11
T12
T13
T14
T15
T16
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ANEXO 5:
DATOS DE NECROSIS DURANTE LA FASE DE INICIACION PARA MEDIO

LIQUIDO Y SOLIDO EN YEMAS AXILARES

1: Grado 1, 0 al 25% del cuerpo del explante necrosado, color verde.

2: Grado 2, 25 al 50% del cuerpo del explante necrosado, color amarillo palido.

3: Grado 3, 50 al 100% del cuerpo del explante necrosado, color marrén.

A LA SEMANA DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA

R2 R3

R1
22222222222 222222222222222222:2

2 22222222212112212222111212221

MIENT
oS

T1

T2

222222222222212111122221112221

T3

2 22222222221111112121112112111

T4

222222222222222222221111111111

T5

221212112111111111111111111111

T6

1111111111111 1111111j17111111111
11111221111111111111j1111111111
22222222222 222222222222222222:2
11211121121111111111j1211111121
112211111111111122221111112222
211111112211111112121211111111

3222332232222222222111121111172

T7

T8

T9

T10
T11
T12
T13
T14
T15
T16

222222222222322212221111111111

222223222222322212221111111111

212111212212121121111111111111

A LAS DOS SEMANAS DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA

MIENT
oS

R2 R3

32222223322 2222322232222223223

R1

T1

222222222212 212222222222212221
22222222222 2212222221222222111

T2

T3

222222222221111112121112212211

T4

212222222222222232222121122222
22222222222 222222222222222222:?2
22222222222 222222222222222222:2

2222222222222222222212111222272

T5

T6

T7

T8

2322332223333 12233233322233223
113222322322 222222222322222232
223322222112 21222222221222222:2
312222223312 122223232322212221

T9

T10
T11
T12
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333233333222 233222222223221223

T13
T14
T15
T16

22222322222222222322221122322:?2
383222222222 222222322222322222:2
212121212122 22212212211221222:?2

A LAS 3 SEMANAS DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA

R2 R3

R1
332222233333333332232333323323

22222222222 222222222222222222:2
22222222222 222222222222222222:2
22222222222 222222222222222232:2
323333333333333333333333223333
33333333333333333333/3333222233

2332333332{33222222222222222222

MIENT
oS

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

3333333333 33332222223333333333
332233233333333333333332223233
21332332222222223222222222223:?2
323332322112 223222232212222222

223332233322 222222223322222221

T8

T9
T10
T11
T12
T13
T14
T15
T16

3333333333333333333233333333333

333333333333333333332322323333

333333333333333333332322323333

323333323332 233233323323232333

A LAS 4 SEMANAS DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA

R2 R3

R1
333333333333333333333333333333

333333333333333333333333333333
333333333333333333333333333333
333333333333333333333333333333
333333333333333333333333333333
333333333333333333333333333333
333333333333333322333333233233
333333333333333333333333333333
3333333333333333333233333333333
3333333333333333333333333333333
3333333333333333333233333333333
333333333333333333333333333333
3333333333333333333233333333333
3333333333333333333333333333333
333333333333333333333333333332
323333333332 233333332333233233

MIENT
oS

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

T9
T10
T11
T12
T13
T14
T15
T16
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ANEXO 6:
DATOS DE CONTAMINACION EN MEDIO DOBLE FASE EN YEMAS

AXILARES

0: Sin contaminacion

1. Contaminado por Hongos

2: Contaminacién por bacterias

A LA SEMANA DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA

R2 R3

R1
0000O0OO0O0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

0000O0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
0000O0O0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOODODOO
0000O0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
0000O0O0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOODOO
0000O0O0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
0000O0O0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOODOO

MIENT
oS

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

A LAS DOS SEMANAS DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA

R2 R3

R1
0000O0O0O0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOODOO

0000O0OO0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
0000O0O0O0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOODOO
0000O0OO0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
0000O0O0OO0OOOOCOOOOOOOOOOOOOOOOODOO
0000O0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
0000O0O0OO0OOOOCOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

MIENT
oS

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

A LAS 3 SEMANAS DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA

R2 R3

R1
0000O0O0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOODOOO

0000O0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
0000O0O0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOODOOO
0000O0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
0000O0O0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOODOO
0000O0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO
0000O0O0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOODOOO

MIENT
oS

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7
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A LAS 4 SEMANAS DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA

R2 R3

000O0OO0OO0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

R1

MIENT
oS

T1

111110000000000O0O0OO0OO0OO0O0O0OOOOOOOOO

000O0OO0OO0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

T2

T3

000O0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOODOO1II1I1I11

T4

0000O0OO0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

T5

0000O0O0OO0OOOOCOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

000O0OO0OO0O0OOOOOOOOOOOOOITI1I11100000

T6

T7
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ANEXO 7:
DATOS DE PRENDIMIENTO EN MEDIO DOBLE FASE EN YEMAS AXILARES

1: No prendimiento
2: Prendimiento

A LAS TRES SEMANAS DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA

R2 R3

R1
111111111111 1111111111111111111

1111111111111 1111111j1111111111
111111111111111111111111111111
1111111111111 1111111j17111111111
1111111111111 1111111j17111111111
1111111111111 1111111j17111111111
1111111111111 1111111j1111111111

MIENT
oS

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

A LAS CUATRO SEMANAS DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA

MIENT
oS

R3

R2
11111111111 2111211211112111111
1112211211111 1211112)1111111112
112212211211212112221211111223
1111111111111 1121112)1111111111
111111211111111111111111111121
1111111111111 1111111j1111111111
1111111111111 1111111j1111111111

R1

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7
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ANEXO 8:
DATOS DE NECROSIS EN MEDIO DOBLE FASE EN YEMAS AXILARES

1: Grado 1, 0 al 25% del cuerpo del explante necrosado, color verde.

2: Grado 2, 25 al 50% del cuerpo del explante necrosado, color amarillo palido.

3: Grado 3, 50 al 100% del cuerpo del explante necrosado, color marrén.

A LA SEMANA DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA
MIENT
oS

R3

R2
1111111111111 1111111j1111111111
1111111111111 1111111j1111111111
1111111111111 1111111j1111111111
1111111111111 1111111j17111111111
1111111111111 1111111j1111111111
1111111111111 1111111j17111111111
1111111111111 1111111j17111111111

R1

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

A LAS DOS SEMANAS DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA

MIENT
oS

R3

R2
111111111111111111111111111111
t111111111111111111111111111111
111111111111111111111111111111
t111111111111111111111111111111
111111111111111111111111111111
t111111111111111111111111111111
t111111111111111111111111111111

R1

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

A LAS 3 SEMANAS DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA

R3

R2
112211112121121211111212111111
111221121121111211111112111211
12211112121211111212111112122:?2
111112111111112111111121121112
111112121211211112112111212111
211122121212121221211112112211
111121111211121111112111112111

R1

MIENT
oS

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

A LAS 4 SEMANAS DE SIEMBRA
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R3

REPETICIONES
R2
112311312122121311211313131131
111321321321211311111212113211
223112221213111123131223123332
121213213212113122221131221112
122113132211312212113122213121
3222221323232323323222232232272
2 22232222323333232223233323222

R1

TRATA
MIENT
oS

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7
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ANEXO 9:
DATOS DE CONTAMINACION EN MEDIO SOLIDO CON MICROESTACAS

0: Sin contaminacion

1. Contaminado por Hongos

2: Contaminacién por bacterias

A LA SEMANA DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA

R2 R3

R1
0000000001 0000O0OO0OO0OO0OOOOOOOOOOOOO

0010000O0OO0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOODO
0001000O0O0OO0OO0OO0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOO
0000O0OO010O0O0O0OO0OO0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOO
100000000O0O0O0O0COO0OOCOOOOOOOOOOOOOOCO
0000OOO0OO0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOSO
0000O0OO0O1O0O0OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOODO

MIENT
oS

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

A LAS DOS SEMANAS DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA

R2 R3

R1
0000000001 000O0O0OO0COO0OOOOOOOOOODOO

001000000001 00O0OO0COO0OOOOOOOOOOOO
0001000O00O0O0O0OO0O0OOO0OOOOOO02O0O0OO0OO0OO0OOCO
0000001001 0000O0OO0COO0OOOOOOOOOOOO
10000000O0OO0CO0OO0CO0OO0O0OOOOOOOOOOOOOOOO
0020000O00OO0O0O0O0OO0COOOOOOOOOOOOOOOOO
00000O0100O0O0O0OO0O0OO0OO0OO0OOOOOOOOOOOO

MIENT
oS

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

A LAS 3 SEMANAS DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA

R2 R3

R1
0000000001 0000O0OO0OO0OO0OOOOOOOOOOOOO

0010000O00O0OO0OO0OO01O0O0OO0O0OOOOOOOOOOOO
0001000001 000O0O0OO0COO0OOO0OO02000O0OO0OO0CO
0000001001 0000O0OO0COO0OOOOOOOOOOOO
11000000O0OO0C0O0C0O0CO0OO0OO0OO0OOOOOOOOOOOOO
0020000001 0000O0OO0COO0OOOOOOOOOOOO
0010001000 000O0O0OO0COO0O0OOOO0OOOOOOOOO

MIENT
oS

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7
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ANEXO 10:
DATOS DE PRENDIMIENTOIS EN MEDIO SOLIDO CON MICROESTACAS

1: No prendimiento
2: Prendimiento

A LA 1RA SEMANA DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA

R2 R3

R1
11111111112 111111111j17111111111

1111111111111 1111111j1111111111
1111111111111 1111111j1111111111
1111111111111 1111111j1111111111
1111111111111 1111111j17111111111
1111111111111 1111111j1111111111
1111111111111 1111111j17111111111

MIENT
oS

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

A LAS DOS SEMANAS DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA

R2 R3

R1
11111111112 111111111j17111111111

111111111111212111111111111111
1221221111111 11112111111111121
111112121111111111111121222111
11211112211111111111)1112121111
2111111111171111111111112121111
12121111211111111111j1111111111

MIENT
oS

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

A LAS TRES SEMANAS DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA

R2 R3

R1
11111111112 121111111j17111111111

111111112111211111121111111111
12212211112 1111112111111111121
111112121111111111111121222111
11211112211111111111)j1112121111
212111111111111111111112121111
2212111121111 21111111112121111

MIENT
oS

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7
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ANEXO 11:

DATOS DE NECROSIS EN MEDIO SOLIDO CON MICROESTACAS

1: Grado 1, 0 al 25% del cuerpo del explante necrosado, color verde.

2: Grado 2, 25 al 50% del cuerpo del explante necrosado, color amarillo palido.

3: Grado 3, 50 al 100% del cuerpo del explante necrosado, color marrén.

A LA SEMANA DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA

MIENT
0S

R3

R2
111111111312 11111111j17111111111
11311111111 111111111212221121232
1113111112111 12121111111121111
111111311311111111111122222111
321111111111111111111121222121
111111111211111111111111212111
1131113111111 11111111211121212

R1

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

A LAS DOS SEMANAS DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA

R2 R3

2222122223 12111211112211212111

R1

MIENT
oS

T1

1131212211311 22111112122221222
1113111213 12122121222131222211
111111321311111111111122222121
331111111121 111111112121222121
111111111322 212211221121222111
123111311111111111111212121222

T2

T3

T4

T5

T6

T7

A LAS 3 SEMANAS DE SIEMBRA

REPETICIONES

TRATA

MIENT
oS

R2 R3

R1
1122212223 232322333232332223223

1131222222 3323222222222222223?2
1113111213 22233222222232223227?2
222111322322 22222222332322223:?2
33122221222 2222222222222322232?2
2 2122222332 2222222222232222223
2 2321232222 2222222222322222222

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7
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ANEXO 12:
RESULTADOS ESTADISTICOS DEL NUMERO DE BROTES POR EXPLANTE
EN SUBCULTIVOS SIN DIVISION

Primer subcultivo

Frueba de Eruskal Wallis

Variable TBATEMIENTO N Medias D.E. Promedic rangos H D
N® BROTES 1 30 1.53 0.68 98.13 42.38 <0.0001
N® BROTES 2 30 1.70 0.34 104 .12

N® BROTES 3 30 2.57 1.33 135.82

N® BEOTES 4 340 1.13 0.35 72.33

N® BROTES 5 30 1.00 0.00 82 .00

N® BROTES & 30 1.13 0.43 70 .60

Trat. Medias Ranks

3 1.00 ®2.00 4

6 1.13 70.60 A

4 1.13 72.33 R B

1 1.53 938.13 B C

2 1.70 104.12 C

3 2.57 135.8 D

Madias oon una Istra oomin mo son significativamsnts difsrsntes (p > O.05)

Segundo subcultivo

Prueba de Eruskal Wallis

Variable TBATEMIENTO N Medias D.E. Promedic ranges H
H® BROTES 1 30 2.03 0.746 88.858 40.17 <0.0001
H® BROTES 2 30 2.53 1.14 108.43

H® BROTES 3 30 4.03 2.27 134.47

H® BROTES 4 30 2.07 1.41 79.33

H® BROTES 5 30 1.57 0.68 g2.72

H® BROTES & 30 1.687 0.66 eo8.97
Trat. Medias Ranks

3 1.57 g2.72 R

& 1.87 &2.97 R

4 2.07 79.33 R

1 2.03 B88.88 AL B

2 2.53 108.43 B C

3 4.03 134.87 C

Medias oon una letra goomin mo son signifigativaments difsrenmtes (p > 0.05)

104



Tercer subcultivo

Prueba de EKruskal Wallis

Variable TEATAMIENTO N Medias D.E. Promedic rangoes H P
N® BROTES 1 30 3.03 1.40 90.48 30.43 <0.0001
N® BROTES 2 30 4.20 1.54 115.4940

N® BROTES 3 30 4.37 £.350 117 .28

N® BROTES 4 30 2.67 1.15 T6.92

N® BROTES 5 30 2.33 0.82 T2.28

N® BROTES & 30 2.37 1.03 65 .33

Trat. Medias Eanks

L 2.37 65.533 A

3 2.33 T2.23 A

4 2.687 7Te.92 A

1 3.03 380.48 R

3 4.57 117.818 B

2 4.20 115.90 B

M=dizs gon una lestra comin mo son signifigativaments diferentes (o > 0.05)

Cuarto subcultivo sin division

Prueba de

Eruskal Wallis

Variable TRBATRMIENTO N Medias D.E. Promedic rangos H 4]
N® BROTES 1 30 3.537 1.5%9 90.15 33.08 «<0.0001
N® BROTES 2 30 4.37 2.83 112.45

N® BREOTES 3 30 3.40 2.63 124 .20

N® BROTES 4 30 3.20 1.1%9 79.93

N® BROTES 5 30 3.23 1.17 79.62

N® BEOTES & 34 2.327 1.36 26 .63

Trat. Medias Ranks

& 2.57 56.65 LA

5 3.23 79.82 L B

4 3.20 795.93 A B

1 3.37 90.15 B C

2 4.37 112.43 C D

3 5.40 124.20 D

1 ung Istra

oomin

no san signifipativameants diferentes (o > 0.05)
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Quinto subcultivo sin divisién

Prueba de Eruskal Wallis

Varigble TEATAMIENTO N Mediss D.E. Promedioc rangoa H E
N® BROTES 1 30 5.53 2.18 99.17 29.73 «0.0001
N® BROTES 2 30 6.40 4.15 100.15

N® BROTES 3 30 7.77 3.37 126.07

N® BROTES 4 30 4.63 1.6l 77.88

N® BROTES 5 30 4.830 1.73 80.97

N" BROTES & 30 4.00 1.44 28.77

Trat. Medias Eanks

& 4.00 353.77 A

4 4,83 77.83 AL B

3 4,30 830.%7 A B

1 5.33 99.17 B

2 6.40 100.15 B C

3 7.77 126.07 C

Mmadias oon una letra oomin no son signifioativaments diferenmtes (o > O.05)
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ANEXO 13:
RESULTADOS ESTADISTICOS DEL NUMERO DE HOJAS POR EXPLANTE
EN SUBCULTIVOS SIN DIVISION

Primer subcultivo

Frueba de Eruskal Wallis

WVariable TBATAMTENTO N Mediass D.E. Promedio rangos H E
N® HOJAS 1 30 3.87 1.24 99.63 26.92 <0.0001
N® HOJRS 2 30 4.03 1.75 107.75

N® HOJRS 3 30 4.87 2.01 121.33

N HOJLS 4 30 2.30 0.35 68.397

N® HOJRS 5 30 2.90 1.18 T2.27

N° HOJRS & 30 2.97 1.139 73.45

Trat. Medias Ranka

4 £.30 83.57 A

3 2.90 TZ.27 A

i 2.97 73.45 R B

1 3.67 99.63 B C

2 4,03 107.75 C

3 4.67 121.33 C

- - 7 R . .
Madias oon una letra comin mo son significativaments difersmtes (p > O.05)

Segundo subcultivo

Frueba de Eruskal Wallis

Variable TBATEMIENTO N Medias D.E. Promedic rangoa H 5]
N® HOJRS 1 30 7.60 1.89 105.47 38.95 «<0.0001
N® HOJRS 2 30 2.43 3.45 112.03

N® HOJES 3 30 10.13 4.94 122.17

N® HOJRS 4 30 5.47 1.93 81.33

M® HOJRS 5 30 5.67 1.69 f8.28

N® HOJRS & 30 6.00 2.39 70.72

Trat. Medias Ranks

4 53.47 B1.33 L

5 53.67 B3.28 L

L §.00 70.72 L

1 7.60 108.47 B

2 8.43 112.03 B

3 10.13 122.17 B

- - 7 N . .
Madias oon una letra comin mo son significativaments diferemtes (o > 0.05)
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Tercer subcultivo

Prueba de Eruskal Wallis

WVariable TERATLMIENTO N Medias D.E. Promedic rangod H ja]
N® HOJRS 1 30 9.30 2.75 81.72 25.95 0.0001
N® HOJRAS 2 30 13.20 5.82 116.40

N® HOJAS 3 30 13.77 6.15 117.4z2

N® HOJRS 4 30 9.83 2.52 87.37

N® HOJRS 5 30 .87 2.94 T2.32

N® HOJAS & 30 3.87 3.14 67.58

Trat. Medias Eanks

L 8.67 67.38 A

3 3.37 72.32 A

1 9.530 8l.72 A

4 9.33 87.37 4

2 13.20 116.40 B

3 13.77 117.42 B

Madizs oon unzy lstra comin mo con signifioativaments diferentes (p > .05)
Cuarto subcultivo

Frueba de Eruskal Wallis

Variable TRATRAMIENTO N Mediss D.E. Promedio rangos H E
H® HOJRS 1 30 12.47 4.28 99,23 23.69 0.0002
N® HDJAS Z 30 13.83 7.38 102.33

N® HDJAS 3 30 15.33 g6.91 114.20

N® HDJAS 4 30 12.13 3.97 94, 32

N® HDJAS 5 30 10.80 3.12 T8.33

N® HDJRAS & 30 9.20 4.00 56.538

Trat. Mediaa BRanks

a 9.20 5&8.53 o

5 10.80 76.33 A B

4 12.13 94,32 B C

1 12.47 99,23 B C

2 13.83 102.33 B C

3 15.33 114.20 C

Mmdizs oon unz Ilstra oomin mo conm signifisativameants difersmtes {p > 0.05)
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Quinto subcultivo sin division

Frueha de Eruskal Wallis

Variable TEBATAMIENTO N Medias D.E. Promedic rangoz H 4]
N® HOJRS 1 30 18.37 6.21 107.45 37.41 «<0.0001
N® HOJRS 2 30 17.53 7.99 97.73

N® HOJLS 3 30 21.17 &.08 120.00

N® HOJAS 4 30 16.57 4.95 94,80

N® HOJRS 5 30 14.70 4.4% 76.93

N® HOJLS & 30 11.57 3.61 46.08

Trat. Medias Banka

& 11.57 46.08 B

5 14.70 76.93 B

4 16.57 94.80 B C

2 17.53 97.73 BE C

1 15.37 107.45 C

3 21.17 120.00 C

Madias oon

ung Iestra

oomin no son signifigativamants difsrentes (o > 0.05)
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ANEXO 14:
RESULTADOS ESTADISTICOS DE LA TASA DE MULTIPLICACION

Primer subcultivo con division

Prueba de Eruskal Wallis

Variable TRATAMIENTO N Medias D.E. Promedio rangos H 5]
H® BROTES TOTAL 1 30 T.23 3.56 106.23 56.14 <0.0001
® BROTES TOTAL 2 ao 8.63 4.11 122.548
H® BROTES TOTAL 3 30 8.80 3.92 124.62
® BROTES TOTAL 4 ao 4.87 1.94 T4.57
[ BROTES TOTAL S 3o 4.50 1.72 66.13
H® BROTES TOTAL & 30 3.70 1.70 48.47

Proeba de Frun=kal Walli=s

Variable TERATRMTIENTO N Medias D.E. Promedic rangoa H e
N® MICRCMACOLLOS TOTAL 1 30 2.30 1.06 94.13 36.74 <0.0001
Nt MICROMRCOLLOS TOTAL 2 30 2.63 0.98 112.40
N® MICROMRCOLLOS TOTAL 3 340 2.97 1.10 126.02
N® MICROMACOLIOS TOTAL 4 30 1.93 0.83 76.87
N® MICROMACOLLIOS TOTAL 5 30 1.93 0.58 78.20
N® MICROMACOLLOS TOTAL & 30 1.57 0.57 29.38
Segundo subcultivo con division
Prueba de EKruskal Wallis
YVariable TRATAMIENTCO N Medias D.E. Promedio rangos H 5]
H® BROTES TOTAL 1 30 6.53 2.06 42.10 0.81 0.6611
H® BROTES TOTAL 2 ao 6£.73 1.70 46.45
N® BROTES TOTAL 3 ao 7.33 3.27 47.895
Pruoeba de Eruskal Wallis
Variable TRATAMIENTO N Medias D.E. Promedic rangos H T
N® MICECMRCOLLOS TOTAL 1 30 2.10 0.66 42.98 0.45 0.7571
N® MICROMRCOLLOS TOTAL 2 30 2.23 0.77 48.15
N® MICROMACOLLOS TOTAL 3 30 2.27 0.78 47.37
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Tercer subcultivo con division

Pruceha de Kruskal Wallis

Variable TRATAMTENTO N Medias D.E. Promedioc rangos H E
N® BROTES TOTAL 1 ao g.33 3.07 4 &5 4 28 0.1112
N® BROTES TOTAL 2 ao T.43 1.50 38 .02
N=® BROTES TOTAL 3 3o g.cD 2.24 51_83
Prueba de Erunskal Wallis
Variable TEETAMTENTO N Medias D.E. Promedic rangos H )
H® MICEOMACOLLOS TOTAL 1 30 2.33 0.76 45.53 0.17 0.877
N®* MICEOMRCOLLOS TOTAL 2 30 2.27 0.52 44.10
HN® MICEOMRCOLLOS TOTAL 3 30 2.33 0.55 46.87
Cuarto subcultivo con division
Proeba de Eruskal Wallis
Variable TEATAMIENTO N Media=z D.E. Promedio rangos H )
H® BROTES TOTAL 1 30 7.67 1.54 32.97 24.54 «<0.0001
H® BROTES TOTAL 2 30 8.43 2.82 39.07
H® BROTES TOTAL 3 30 11.57 3.357 64,47
Proeba de Kruskal Wallis
Variable TEATAMIENTD N Medias D.E. Promedic ranges H E
Nt MICEOMRCOLLOS TOTAL 1 30 2.27 0.45 35.27 19.&7 <0.0001
H® MICEOMARCOLLOS TOTAL 2 30 Z2.43 0.77 38.57
N® MICEOMRCOLLOS TOTAL 3 30 3.27 0.94 §52.67
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ANEXO 15:
MICROMACOLLOS PROYECTADOS EN 101 SEMANAS CON PROPAGACION in vitro de Guadua angustifolia

FASE DE MULTIPLICACIGN
FASE DE FASE DE
ESTABLECIMIENTO l ACLIMATACION
| 1 1 1 1 1 | 1 1 1 ’
1 1 ] ] ] ] ] 1
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