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RESUMEN

El Bambu Guadua angustifolia posee gran importancia econdémica y ambiental, pero sus
métodos tradicionales de propagacion son ineficientes. El objetivo del estudio fue desarrollar
un eficiente protocolo de micropropagacion para Guadua, utilizando Biorreactores de
Inmersion Temporal BITs. Para el establecimiento se utilizaron segmentos nodales
desinfectados y medio Murashige & Skoog MS + 2 mg L! de bencilaminopurina BAP. Para
la micropropagacion se ensayaron 5 dosis de BAP 2, 3, 4, 5y 6 mg L. En fase de
multiplicaciéon en BITS se utilizd6 MS con 3 dosis de BAP 3, 4, 5 mg L™ y frecuencias de
inmersion cada 3, 6 y 8 horas. Para enraizamiento en BITs se utilizd6 MS + 2.5 mg L! de
sulfato de adenina. Los resultados mostraron que usando 2 mg L' de BAP, se obtuvo un brote
por explante, mientras que con 3, 4, 5y 6 mg L' de BAP se obtuvieron 2 brotes. En
multiplicacion BIT se obtuvieron 3.5, 7.5 y 10.4 brotes por explante con dosis de 3,4y 5 mg
L' de BAP, respectivamente. Usando frecuencias de inmersion cada 3, 6 y 8 horas, se
obtuvieron 7.5, 8.7 y 13.6 brotes por plantas, respectivamente. El nimero de raices fue de
11.3, 4.0 y 4.3 con frecuencias de inmersiones de 3, 6 y 8 horas. Los mejores resultados en
BITs se obtuvieron usando 3 mg L' de BAP y frecuencia de inmersién cada 3 horas. Los
resultados muestran avances significativos en micropropagacion de bambt y aplicable a otras
especies.

Palabras clave: Bambu, BAP, biorreactor de inmersion temporal, Guadua,
micropropagacion.

ABSTRACT

The Bamboo Guadua angustifolia has great economic and environmental importance, but its
traditional methods of propagation are inefficient. The objective of the study was to develop
an efficient micropropagation protocol for Guadua, using Temporary Immersion Bioreactors
BITs. For the establishment, disinfected nodal segments and Murashige & Skoog MS
medium + 2 mg L' of benzylaminopurine BAP were used. For micropropagation, 5 doses of
BAP 2, 3, 4, 5 and 6 mg L were tested. In the multiplication phase in BITs, MS was used
with 3 doses of BAP 3, 4, 5 mg L' and immersion frequencies every 3, 6 and 8 hours. For
rooting in BITs, MS + 2.5 mg L"! of adenine sulfate was used. The results showed that using
2 mg L! of BAP, one shoot per explant was obtained, while with 3, 4, 5 and 6 mg L' of BAP,

2 shoots were obtained. In BIT multiplication, 3.5, 7.5 and 10.4 shoots per explant were
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obtained with doses of 3, 4 and 5 mg L' of BAP, respectively. Using immersion frequencies
every 3, 6, and 8 hours, 7.5, 8.7, and 13.6 shoots per plant were obtained, respectively. The
number of roots was 11.3, 4.0 and 4.3 with immersion frequencies of 3, 6 and 8 hours. The
best results in BITs were obtained using 3 mg L' of BAP and immersion frequency every 3
hours The results show significant advances in bamboo micropropagation and applicable to
other species.

Keywords: Bamboo, BAP, Temporary Immersion Bioreactors, Guadua, micropropagation.

INTRODUCCION

El género Guadua es un bambu americano y reine mas de 30 especies, de los cuales el
Guadua angustifolia es la especie de bambues mas grande y econdmicamente importante de
América Tropical (Judziewics et al., 1999).

En Panama, se encuentra de forma natural en la provincia de Chiriqui, pero se encuentra
bastante deterioradas debido a mal manejo, desconocimiento de su uso, alcance e
importancia.  http://www.panamaagro.com/noticias/actualidad/2047-el-cultivo-de-bambu-
frente-a-los-efectos-negativos-del-cambio-climatico-y-de-sus-perspectivas-en-el-pais.html.
La especie Guadua brinda multiples beneficios, econdmicos, ambientales y culturales. Es
utilizado para la elaboracion de artesanias, construcciones. En aspecto medio ambiental,
provee una gran fuente de biomasa, lo que contribuye a la mejora de la textura y estructura
del suelo, mejorando los niveles de erosion y anclaje (Giraldo et al., 2007).

La Propagacion de G. angustifolia se realiza de manera asexual, puesto que la formacién de
semilla para la propagacion sexual es escasa e irregular, por lo tanto, este no es un método
regularmente utilizado, ademas las semillas tienen un periodo de viabilidad o capacidad de
germinacion muy corto (Luis F. Botero C. 2001). Por lo anterior, este método de reproduccion
no es econdmicamente viable para la G. angustifolia. De manera asexual el bambu puede ser
propagado a partir de diversas partes de la planta. Los métodos mas usados y con mayor éxito
son la siembra de rizomas o raices, de secciones de tallo y el cultivo de “chusquines” o brotes
pequeios del rizoma (Luis F. Botero C. 2001). Lo anterior limita su propagacion a gran escala
por lo que se han realizado diversos estudios sobre metodologias de micropropagacion con

muy buenos resultados. Algunas especies de bambu han sido propagadas por Sistemas de
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Inmersion Temporal (TIS, igual que BITs), como Dendrocalamus latiflorus (Mongkolsook
et al., 2005), Bambusa ventricosa y Dracaena deremensis (Chaille et al., 2011), Bambusa
vulgaris (Garcia Ramirez et al., 2014) y Guadua Angustifolia Kunt (Holst, 2010, Gonzaga et
al., 2016).

El objetivo de este estudio fue desarrollar un protocolo viable y econdémico para la
micropropagacion de Guadua, utilizando Biorreactores de Inmersion Temporal BITs, como

alternativa a la produccion masiva de plantas.

MATERIALES Y METODOS

Para el establecimiento in vitro de G. angustifolia, se seleccionaron segmentos nodales, segun
Muthukumaran. et al., 2018, de rodales cercanos a CALESA con caracteristicas de Guadua
angustifolia (Figura 1), los cual fueron identificadas previamente (Rodolfo Flores, 2020). La
desinfeccidn consistio en una exposicion previa con 0.5% de hipoclorito de sodio porl h,
detergente 5g en 250 ml por 5 min, 3% hipoclorio de sodio + 2 gotas tween 20 por 10 min,
luego 48 h en Benomil 5g L + Phyton 5 ml + 3 lavados con agua destilada y estéril. El
medio de cultivo utilizado para la fase de establecimiento fue Murashige y Skoog (1962) o
MS, + 2 mg L de BAP, con pH ajustado a 5.70, sacarosa 30 g L, gelificado con agar (7 g
L") e incubados a 25°C con luz constante (1800 luxes). Los implantes en esta etapa fueron
observados y se evalud la presencia de hongos y bacterias a los 8, 15 y 22 dias después de
incubados. Para seleccionar el mejor explante, se seleccionaron explantes de la parte basal,
intermediay final del tallo y se evalu6 su respuesta de brotacion y de presencia contaminantes
tipo hongos y bacterias.

Para la etapa de multiplicacion convencional y en BITs, se utilizo material vegetal
previamente establecido (Figura 2). Para multiplicacion convencional se ensayaron 5
concentraciones de BAP 2, 3,4, 5y 6 mg L', seglin referencia de Marulanda et al., 2005. En
fase de multiplicacion en BITS se utilizé MS con 3 concentraciones de BAP 3,4, 5mgL!y
3 frecuencias de inmersion (3, 6 y 8 horas). Para el enraizamiento en BITs se utilizo MS +

2.5 mg L de sulfato de adenina.
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Figura 1.
Proceso de establecimiento in vitro de G. angustifolia: A) segmentos nodales; B) Brotacion
de segmento nodal; C) Desinfeccion de explantes, D. Planta desarrolla a partir de

segmento nodales.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el establecimiento in vitro, utilizando fungicidas y bactericidas, muy similar al protocolo
de Jiménez et al., 2006, se obtuvo 67.4% de explantes con contaminantes, 14.3% de explantes
muertos y 18.4% de explantes vivos. Para el establecimiento in vitro se utilizaron segmentos
nodales de la parte basal, media y apical (Figura 1). Los segmentos nodales de la parte hacia
el &pice resultaron con menor incidencia de contaminantes, y coinciden con aquellos

resultados de Marulanda, et al., 2002.
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Figura 2.

Plantulas de G. angustifolia en micropropagacion convencional: A) plantas con 30 dias en

MS + 3 mg L' BAP; B) Plantulas en etapas iniciales de multiplicacion convencional.
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Para la fase de multiplicacion convencional en frascos, los mejores coeficientes de
multiplicacion se obtuvieron utilizando 4 y 5 mg L™ de BAP (2 brotes por explante), a los 15
dias después de colocados en medios fresco; seguido del medio con BAP en dosis de 3mg L
! a los 22 dias. Los resultados concuerdan con aquellos resultados de Jiménez, et al., 2006,
para G. angustifolia. Igual, estos resultados son similares con el reporte de Freire, et al., 2008,
para los géneros Bambusa vulgaris var. vittata A. & C. Riviere y Dendrocalamus strictus
(Roxburgh), donde la méaxima produccion de brotes ocurrié con dosis superiores a 3 mg L.

Figura 3.

Respuesta de G. angustifolia a diferentes frecuencias de inmersion en BITS.

Diferentes Frecuencias de Inmersion en Guadua
angustifolia
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N° Brotes
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0.0
3 hrs 4 hrs 8 hrs
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Para evaluar el efecto de frecuencia de la inmersion de los explantes en medios liquidos
(BITs), se establecieron 3 frecuencias de inmersion, partiendo de inmersiones cada 3 horas,
basados en experiencia propia con vitroplantas de cafia de azicar en BITs (datos no
publicados aun). Como promedio se obtuvo un total 13.6 brotes por explante para la
frecuencia de inmersion cada 3 horas, y fue la mejor respuesta comparada con los intervalos
de 4 y 8 horas en donde solo se obtuvieron 8.7 y 7.5 brotes por explante, respectivamente

(Figura 3). Cada explante consistia de un cluster con 3 plantas aproximadamente.

Figura 4.

Respuesta de Explantes 22 dias después de inoculados en BITs: A) 3 mg L™ de BAP; B)
4mg L' de BAP; C) 5 mg L' de BAP.

Figura S.
Niimero de brotes por explante con diferentes concentraciones de BAP (mg L), utilizando

BITs.
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Una vez se determin6 la mejor respuesta de los explantes (cluster de plantas) a intervalos o
frecuencia de inmersion, se evaluaron diferentes concentraciones de citoquinina BAP desde
3 hasta 5 mg L', en el mismo medio Basal MS, suplementado con una fuente de carbono
(sacarosa), similar a los estudios de Jiménez, ef al., 2006, a nivel de multiplicacion
convencional.

Usando una concentracién de 3 mg L' de BAP en medio de cultivo MS, se obtuvieron los
mejores coeficientes de multiplicacion en BITs. A partir de 4 mg L™! se observ fenolizacion
y muerte de tejidos (Figura 4 y 5). Probablemente el medio de cultivo requiera la adicion de
antioxidantes (acido citrico, carbon activado u otro), para contrarrestar los niveles de
fenolizacion (Figura 6). Un aspecto importante al momento de seleccionar plantas para BITs
es, tener mucho cuidado con la presencia de contaminantes de microorganismos endofitos,

que puedan proliferar en el paso hacia BITs.

Figura 6.

Respuesta de los explantes (22 dias de edad), en BITs, con diferentes frecuencias de

inmersion: A) 3 horas; B) 4 horas;, Cy D) Cada 8 horas.
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Figura 7.

Calidad de raices de plantas obtenidas en BITs con diferentes frecuencias de inmersion.

Calidad de Raices de G. angustifolia en BITs
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En medio de cultivo MS suplementado con sulfato de adenina 10 mg L', se obtuvo
generacion espontanea de raices, después de 45 dias de inoculados los explantes en BITs. Las
plantas sometidas a intervalos de inmersion cada 3 horas, produjeron mejor calidad de raices
con promedio de 11.3 raices y 2.4 cm de longitud, en comparacion con 4 y 4.3 raices, y una
longitud de 3.6 y 3.5 cm, obtenidos con la inmersion cada 4 y 8 horas, respectivamente

(Figura 7).
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Figura 8.

Porcentaje de sobrevivencia de plantas utilizando diferentes frecuencias de inmersion en

BITs.
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En fase de aclimatacion se evalu6 la sobrevivencia de vitroplantas de bambu obtenidas bajo
3 intervalos o frecuencias de inmersion evaluadas en este estudio. Como resultado, las plantas
obtenidas con intervalo de inmersion cada 3 horas, se adaptaron mejor a las condiciones ex
vitro, por la cantidad y calidad de raices de las plantas y lograron una sobrevivencia de 92.9%,
muy superior a 75 y 66.7% de sobrevivencia obtenido con 4 y 8 horas de inmersion,
respectivamente (Figura 8). Durante los primeros 8 dias se colocaron en malla sombra, tal
como sugiere Sanchez ef al., 2019 y bajo camara humeda. Después se pasaron a bandejas,
donde estuvieron por 30 a 45 dias y al final fueron separadas y trasplantadas a bolsas negras
pléasticas de polietileno. Al cabo de 2.5 meses después de transplante, las plantulas
desarrollaron suficientes raices para ir a siembra final en campo (Figura 9). Como sustrato se
utiliz6 ceniza de bagazo de cafia, compost y vermicompost, a razén de 80:10:10 volumen en

volumen, respectivamente.
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Figura 9.

Diferentes estados de crecimiento de G. angustifolia en aclimatacion: A) Plantas de 8 dias;
B) Plantas de 30 dias; B, C y D) Plantas optimas para transplante; E y F) Plantas de 15
dias después de transplante (DDT),; G) Plantas de 45 dias DDT, listas para campo.

CONCLUSIONES

Para lograr altas tazas de multiplicacion in vitro y de sobrevivencia del Bambu se sugiere
utilizar medio MS con una concentraciéon de 3 mg L™! de BAP, con el cual se obtuvieron los
mejores coeficientes de multiplicacion en BITS, tal como fue evaluado por Gonzaga et al.,
2016. En promedio se obtienen un total de 13.6 plantas por brote inicial (explante), con
intervalos de frecuencia de inmersion cada 3 horas, en comparacion con 8.7 y 7.5 plantas
para 4 y 8 horas de inmersion, respectivamente. Los resultados de este estudio difieren un
poco de aquellos resultados de Gonzaga et al., 2016, el cual obtuvo mejor respuesta de
multiplicacion in vitro, usando intervalos de frecuencia cada 6 horas. Por otro lado, con el
uso de sulfato de adenina con una concentracion de 2.5 mg L', en medio de cultivo MS y
utilizando BITs, en 15 a 20 dias se logro la generacion espontanea de raices y una mejora en
la calidad de la planta. Con intervalos de frecuencia de inmersion de cada 3 horas (8
inmersiones de 3 minutos por dia), se logré obtener el mayor numero de raices, lograndose

11 raices en promedio y con una longitud de 2.4 cm. Igual, la mayor sobrevivencia se obtuvo
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en plantas cultivadas a en BITs a intervalos de frecuencia de inmersion de cada 3 horas (8
inmersiones diarias).

Se recomienda realizar otros estudios sobre el tiempo de inmersion de los explantes, para
valorar el nivel de fenolizaciéon y muerte de tejidos a diferentes intervalos o frecuencias de
inmersion y asegurar cultivos axénicos para que no se enmascaren los resultados. El uso de
BITs, ha demostrado ser una excelente herramienta altamente valiosa para la produccion, no

solo de Bamb, sino también de un sinnimero de diferentes especies de interés comercial.
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