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EFECTO DE CUATRO MEDIOS DE CULTIVO SOBRE LA
PROPAGACION IN VITRO DEL CULTIVO DE BAMBU (Guadua
angustifolia; Poaceae), FINCA SAN PATRICIO, LA DEMOCRACIA,
ESCUINTLA

RESUMEN

El estudio se realizd6 en el laboratorio de propagacion de plantas del Ingenio
Magdalena. El objetivo fue evaluar el efecto de los medios de cultivo MS, %2 MS,
B5 y WPM sobre la propagacion in vitro de plantas de bambi (Guadua angustifolia
Kunth). Se utilizé un disefio completamente al azar. Las variables evaluadas
fueron: oxidacioén, brotacion, nimero de brotes por yema brotada, altura de brotes,
costos del proceso. Se encontré que empleando un antioxidante (acido citrico) en
el medio de cultivo MS se redujo hasta el 7% de oxidacién en las yemas. Se
manifesté que el medio B5 es el Unico incapaz de promover brotacion; y no existio
diferencia para los otros medios de cultivo. Para el nimero de brotes por yema
brotada el medio que promovié mayor numero fue el MS, con 2.6%, seguido del ¥2
MS que alcanzé el 1.7%, el WPM el 1.3% y el B5 el 0%. En las plantas
propagadas la altura de los brotes no present6 diferencia en los cuatro medios, por
lo que cualquiera de éstos es capaz de estimular la elongacion de plantas,
mientras que el medio B5 no tiene influencia positiva en su desarrollo. Segun los
resultados del analisis de los costos del proceso, el costo total de la produccion de
una plantula de bambu in vitro y establecida en invernadero es US $0.18 6 Q
1.40, mientras que el costo a nivel de vivero es US $ 0.39 6 Q. 20.00, a esto se
suma la calidad que impacta directamente en la planta propagada.



EFFECT OF FOUR CULTURE MEDIA ON THE IN VITRO
PROPAGATION OF BAMBOO (Guadua angustifolia; Poaceae),
SAN PATRICIO FARM, LA DEMOCRACIA, ESCUINTLA

SUMMARY
The study was carried out in the propagation lab of the Magdalena sugar mill. The

objective was to evaluate the effect of the MS, 2 MS, B5, and WPM culture media
on the in vitro propagation of bamboo (Guadua angustifolia Kunth) plants. A
complete randomized block design was used, and the evaluated variables were:
oxidation, sprouting, number of shoots per bud, sprouts height, and process costs.
It was determined that using a oxidation agent (citric acid) in the MS culture media
reduced up to 7% the bud oxidation. It was determined that the B5 culture media is
the only one that promotes the sprouting; and there is no difference for the other
culture media. For the number of shoots per sprouted buds, the MS culture media
promoted the highest number, with 2.6%; it was followed by %> MS culture media,
with 1.7%, the WPM with 1.3%, and B5 with 0%. In the propagated plants, the
sprout height did not show any difference among the four culture media; thus, any
of these can stimulate the plant lengthening, while the B5 culture media does not
have a positive influence on development. According to the analysis results
regarding the cost of the process, the total cost of the in vitro bamboo seedling
production and greenhouse cultivation was of US$0.18, or Q1.40, while the cost at
the nursery was of US$ 0.39, or Q 20.00, adding the quality that directly impacts
the propagated plant.



I INTRODUCCION

El bambu es la especie vegetal de mas rapido crecimiento en la naturaleza. Es
utilizado para alimento, materia prima para extraccion de celulosa, artesanias,
medicinas, laminados, refrescos, licores e innumerables usos mas. América,
desde tiempos precolombinos, ha utilizado el bambu de diferentes formas, y hoy
se vislumbra su uso de manera industrializada, para complementar o reemplazar
el uso de la madera, cuyas existencias actuales y futuras, son inversamente

proporcionales a su demanda, cada dia mas creciente (Mufioz, 1998).

El comercio de bambu( oscila alrededor de 14 billones de ddlares anuales en el
mundo. Ademas, casi 1,000 millones de personas viven en casas de bambu. En la
India, la moderna industria papelera consume 2.2 millones de toneladas de
bamblu. En China las exportaciones de bambu alcanzan los 500 millones de
dolares. Ademas, se sefiala que los ingresos por hectarea en plantaciones
industriales de bambu pueden alcanzar los 15 mil dolares anuales (Red
Internacional del Bambu y el Ratdn —INBAR-, 2007).

Pocas especies maderables se conocen que tengan tantas ventajas como el
bambu, el que se llegue a usar correctamente en Guatemala depende de “la
voluntad” que se tenga para llegar a esas “posibilidades” y se decida utilizarlas.
Existen mas de mil especies de bambul, muchas de ellas de origen asiatico. Hay
una especie nativa de América denominada Guadua angustifolia Kunth, que se
caracteriza por su alta resistencia y ser apropiada para la construccion; sobresale
dentro del género por sus culmos que alcanzan hasta 30 metros de altura y 25
centimetros de diametro, debido a éstas caracteristicas se considera una especie

muy importante para la explotacién a gran escala.

En esto radica la importancia de la expansion de este cultivo de forma acelerada.

Se tiene conocimiento que la estrategia reproductiva mas utilizada de esta planta



es la vegetativa, especialmente por sus rizomas. Sin embargo, a pesar del alto
grado de prendimiento, no es lo mas recomendable, debido a que implica la
deforestacion de un area para la repoblacién de otra (Giraldo y Sabogal, 1999).

En esta investigacion se generd informacién para determinar el potencial de
propagacion de la especie Guadua angustifolia Kunth, mediante la técnica de
propagacion in vitro; se utilizaron cuatro medios de cultivo, basados en los
requerimientos nutricionales de la especie evaluada, pretendiendo a la vez
determinar el medio de cultivo mas adecuado para su desarrollo vegetativo en el
menor tiempo posible permitiendo la obtencion de plantulas de calidad, con
caracteristicas deseables, con respecto a: numero de brotes por planta, longitud y

diametro requerido.



I MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES

El bamb( es considerado como el sustituto ideal de la madera, debido a que las
ventajas que ofrece su utilizacion son innumerables, tales como materiales para la
construccion de vivienda y decoracion. Guatemala es un pais con muchos
recursos naturales, tanto por su clima como por la calidad de sus suelos, y puede
convertirse en un gran productor, consumidor y exportador de bambu (Clark,
1990).

En 1950 se introdujo a Guatemala la planta de bambu, con el fin de desarrollarlo
para beneficio de la economia local. En 1984 el INTECAP y la Mision Técnica
Agricola de Taiwan, iniciaron la ejecucion conjunta del proyecto de fomento al
cultivo y propagacion del bambd. En los afios siguientes, el programa de
cooperacion amplié la base de la transferencia tecnoldgica, lo que permitio la

diversificacion del uso de la planta (Polanco, 2008).

En el 2004 el ICTA se suma al proyecto, y datos muestran que en ese mismo afo
se produjeron 12,493 plantas de nueve especies, de las cuales se vendi6 el 60%.
La demanda de las especies Dendrocalamus asper, D. strictus, Gigantochloa
verticillata, Guadua angustifolia, Bambusa dolichoclada fue mayor a la oferta
producida y se comprob6 que el cultivo constituye una fuente adicional de ingresos

para familias campesinas inmersas en la tradicion agricola del pais (ICTA, 2006).

El bambu puede diversificarse ain mas en la economia guatemalteca. Su
importancia debe enfocarse desde varios aspectos, entre ellos, el econdmico y
como fuente de materia prima. La planta es un material innovador, abundante y de
bajo costo para suplir la demanda de vivienda en la poblacion, sobre todo del area
rural. Asimismo, es materia prima para la construccion, para la fabricacion de
artesanias y muebles, y su cultivo influye en la conservacion de los recursos
naturales (ICTA, 2006).



Se han empleado principalmente dos métodos para la multiplicacion in vitro en
bambu, propagacién por yemas axilares y microestacas (Ramanayake, 2001) y
embriogénesis somatica (Lin y Chang, 2004). Las nuevas tecnologias, como es la
multiplicacion in vitro, contempla diferentes técnicas, dentro de las cuales se

encuentra la proliferacion de brotes axilares (Catasus, 2003).

2.2 EL BAMBU

El bambu es un elemento comdn en el continente americano, ha sido la planta
mas extensamente utilizada en Asia en el transcurso de los siglos, y actualmente
con la ayuda de los avances tecnolégicos se han mejorado los usos que se le dan
al mismo. Por su alta resistencia a la tension, disponibilidad, facil de trabajar,
relativo bajo costo y una buena relacion entre resistencia y peso; lo hacen apto
como sustituto de otros materiales y métodos de construccion. Otros usos
similares los comprenden las artesanias y muebleria. Los bambues son plantas
con una gran diversidad morfolégica; los hay de pocos centimetros y tallos
herbaceos, hasta bambues de 30 metros de altura y tallos lefiosos de 30 cm de
diametro, y son capaces de llegar a la madurez en un afio; por lo que se les
denomina plantas de rapido crecimiento. Debido a su naturaleza especializada y a

su floracién infrecuente, se le ha dado mucha importancia a estructuras

morfologicas (Widmer, 1990).

2.2.1 Ecologia

Las condiciones mas favorables para plantaciones de bambu, segun Camargo
(2004), son:



2.2.2 Precipitacion pluvial

Se desarrolla en zonas con precipitacion anual de 6,350 mm como maximo y 762
mm como minimo. La zona Optima para su desarrollo se reporta en un rango de
1,300 a 5,000 mm.

2.2.3 Temperatura

La mayoria de las especies se desarrollan bien en temperaturas que varian 9 °C
a 36 °C; aunque se han reportado bambues creciendo en climas con nieves

perpetuas.

2.2.4 Humedad relativa

La mayoria de los bambules se desarrollan en ambientes con humedad relativa
entre 70 y 90 %.

2.2.5 Altitud

Para Latinoamérica se ha reportado crecimiento de especies en la cordillera
andina a 4,500 msnm; ademas crecimiento de algunas especies a la orilla de las
playas en el caribe, en la zona asiatica se han encontrado bambues en el

Himalaya a 3,500 msnm, y en las playas de Oceania.

2.2.6 Suelos

Los suelos que mas favorecen el desarrollo de la Guadua son los areno limosos,
francos, francos-arenosos, franco - limosos. Los perfiles de suelos ideales son los
gue presentan texturas gruesas y medias. Suelos pesados o arcillosos no son
buenos para el desarrollo de la planta. En suelos ricos en materia organica, con

buenos drenajes, humedos pero no inundables. La mayoria de los bambues se



encuentran en suelos derivados de cenizas volcanicas, con un porcentaje bajo de

saturacion de bases, pobres en fésforo y medianos en potasio.

2.3 CLASIFICACION TAXONOMICA DEL BAMBU

A pesar de que el bambu ha sido explotado por el hombre de muchas maneras,
aun se desconocen muchos de sus aspectos botanicos. La mayoria de las
especies en América poseen los tallos lisos y generalmente huecos, con paredes
relativamente delgadas y rigidizadas transversalmente por tabiqgues o nudos.
Debido a su floracion poco frecuente 30, 60 y hasta mas de 100 afios, es dificil
clasificarlo como las demés plantas basandose en las caracteristicas de sus flores
y frutos. Los bambules pertenecen al grupo de las angiospermas, clase
monocotiledénea, orden poales, familia Poaceae (Gramineae), subfamilia
Bambusoideas (McClure, 1966; Calderén y Soderstrom, 1973).

En la subfamilia Bambusoideae existen dos tipos de forma de vida: el tipo
bambusoideo herbaceo, poco conocido y mas primitivo, y el tipo bambusoideo
arborescente, donde se encuentran los representantes de culmos lefiosos, o
simplemente bambues. EI bambl es el Unico zacate grande y duro (Carmiol,
1998).

Existe diferentes especies de bambu, con caracteristicas especificas como el
color: verde, amarillo, blanco, rojo purpura y negro. En cuanto a la forma de sus
tallos, los hay cilindricos y con entrenudos aplanados. Los tallos también difieren
segun la especie, en altura, didmetro y forma de crecimiento; el grueso de la pared
o las dimensiones del diAmetro pueden variar de una especie a otra, desde unos
cuantos milimetros hasta aproximadamente 30 cm. En relacion con la altura,
sobresalen dos especies, Guadua angustifolia y Dendrocalamus asper (Carmiol,
1998).



2.4 DESCRIPCION BOTANICA DEL BAMBU

Segun Londofio (1998), el bambu esta conformado por:

El rizoma: de tipo paquimorfo, con nudos y entrenudos, asegura su estabilidad
bajo la superficie de la tierra de donde se desprenden las raices y raicillas, es el

elemento apto para la propagacién asexual.

Las raices: alcanzan un grosor de cinco mm, y profundidades hasta 1.50 metros,

parte de ellas se profundizan y otras crecen en forma horizontal.

El tallo: de forma cilindrica y cénica, con entrenudos huecos y nudos esparcidos
gue garantizan mayor rigidez y flexibilidad; formado por fibras longitudinales que
de acuerdo a su edad (brote, verde, maduro) se lignifican proporcionando una

extraordinaria resistencia en la parte maderable.

Las ramas: son macizas y crecen casi solitarias, en algunos casos se atrofian y

son reemplazadas por unas espinas de 10 o 15 centimetros.

Las hojas: color verde, de formas lanceoladas y lisas. Aportan, a su vez, la
denominada biomasa (en un afio cuatro kilogramos por metro cuadrado). Tienen
otro tipo de hojas denominadas caulinares; que son las que cubren el tallo desde
su nacimiento, hasta su madurez, de color café, provistas de pelusillas como

sistema de defensa.

La semilla: se asemeja a un grano de arroz, de color blanco muy claro en su
interior y un café muy claro en su exterior, aproximadamente de 5 a 8 milimetros

de largo y tres milimetros de espesor.

Las flores: muy diminutas, se asemejan a una orquidea de color violaceo o

rosaceo, de vida muy corta, dura aproximadamente 48 horas, ubicada en las



partes terminales de las ramas superiores y en el primer tercio de la espiga, se
considera imperfecta por tener las dos partes reproductoras en el mismo culmo.

Segun estudios apuntan a decir que su floracién se da cada 120 afios.

El culmo: brota del suelo con el diametro maximo y final que tendra hasta su
madurez, desarrolla su longitud completa durante el periodo invernal, luego brotan
las ramas y las hojas en un tiempo de hasta seis afios, llamado periodo de
maduracion o sazonamiento, en el que adquiere las caracteristicas fisico

mecanicas de la madera soélida.

2.5 CICLO DE VIDA DEL TALLO DE BAMBU

Se estima que el ciclo de vida del tallo es de cuatro a siete afios, dependiendo de

las condiciones del ciclo y del manejo (Thomas, Michael, Barbour y Ralph, 1992):

2.5.1 Brote o renuevo

El tiempo estimado desde que emerge hasta que alcanza su altura maxima es de
seis meses. Al cabo de este tiempo, empieza a botar sus hojas caulinares para
darle paso a las ramas apicales y asi iniciar otro estado de desarrollo.

2.5.2 Verde o biche

Esta fase tiene una duracion de un afio a un afio y medio, se caracteriza por el
color verde intenso, inicialmente posee ramas, conserva algunas hojas caulinares
en su parte inferior y se aprecian claramente las bandas nodales. Cuando el tallo
se torna verde claro y empieza a presentar manchas blancuzcas en su corteza

esta iniciando su maduracion.



2.5.3 Maduro

Esta es la fase de mayor duracion (entre 2 y 4 afios), presenta manchas en forma
de plaquetas que corresponden a hongos, se inicia la formacién de liquenes en los
nudos. La sabiduria popular ha establecido que la madurez genera un sonido fino

en el tallo cuando se golpea

2.5.4 Sobremaduro

Se aprecia cuando los tallos estan cubiertos de hongos y liquenes en su totalidad,
se presentan algunos musgos en los nudos de aspecto gris, blancuzco, préximo a

secarse, se estima que esta fase dura aproximadamente un afio.

2.6 Guadua angustifolia Kunth

Es una planta perenne, se encuentra entre los siete géneros de bambu lefiosos
registrados y econémicamente mas importante de América; donde se encuentra
ocupando areas aledafias a rios y quebradas, en los valles y entre montafias
formando las asociaciones llamadas guaduales. Incluida en las gramineas mas
grandes del mundo, por lo tanto es familia de la cafia de azucar, trigo, arroz, que

forman parte de nuestro vivir diario (Villegas, 2008).

En el mundo existen alrededor de 1,300 especies de bambu lefioso y herbaceo.
Este género, retne aproximadamente 30 especies, se puede distinguir de los
demas por los tallos robustos y espinosos, por las bandas de pelos blancos en la
region del nudo y por las hojas caulinares en forma triangular. La especie Guadua
angustifolia sobresale dentro del género por sus culmos que alcanzan hasta 30
metros de altura y 25 centimetros de diametro. En 1820 el botanico Kunth,
constituye este género, utilizando el vocablo “guadua”, con el que los indigenas de

Colombia y Ecuador se referian a este bambu (Villegas, 2008).



2.7 BENEFICIOS DEL USO DE Guadua angustifolia Kunth

Es una especie forestal que permite la regulacion de agua. Sus rizomas y sistema
radicular protegen de la erosion los terrenos de laderas y margenes de fuentes y
corrientes de agua, ademas de tener grandes valores ecoldgicos; purifica el
ambiente y armoniza el paisaje. Se puede establecer como cualquier cultivo
rentable; su crecimiento es ripido y se requieren cuidados minimos y de facil
manejo. Grandes cualidades fisicas, longitud, resistencia, flexibilidad y belleza le
proporcionan gran versatilidad en actividades de construccion y artesanias
(Moran, 2002).

2.8 REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES DE Guadua angustifolia Kunth

De los tres principales componentes nutricionales, el nitrégeno es mas importante
que el fésforo o potasio. El nitrdgeno es necesario por el bambu para el
crecimiento de los tallos, ramas, hojas y rizomas. El potasio es necesario para el
crecimiento de la raiz. El fésforo es muy utilizado por las plantas para la

produccion de flores, pero esto es de poca importancia al bambld como la mayoria

de flores con muy poca frecuencia (Giraldo y Sabogal, 1999).

2.9 DISTRIBUCION GEOGRAFICA MUNDIAL DE Guadua angustifolia
Kunth

La especie Guadua angustifolia es endémica de América y se considera como
nativa de Colombia, Venezuela y Ecuador. Los bambues prefieren los habitats
hamedos de las selvas nubladas y selvas bajas tropicales, aunque algunos crecen
en habitats secos. En América existen 41 géneros y 451 especies, casi la mitad de
la diversidad mundial, los cuales se distribuyen desde los Estados Unidos, a lo
largo y ancho de Centro y Suramérica, en las Islas del Caribe, hasta el sur de
Chile. También ha sido introducida a México y varios paises centroamericanos,

Isla del Caribe, Hawai y Asia (Soderstrom y Londofio, 1988).
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2.10 DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE Guadua angustifolia Kunth EN
GUATEMALA

Existen plantaciones ubicadas en fincas de la costa sur, especificamente en
Mazatenango, Escuintla, Santa Lucia Cotzumalguapa, Huehuetenango,
Retalhuleu, Suchitepéquez y también en el departamento de Petén (Polanco,
2008).

2.11 PROPAGACION DE Guadua angustifolia Kunth

La reproduccion sexual presenta grandes dificultades logisticas para proyectos
exitosos. La estrategia reproductiva mas importante de esta planta es la

vegetativa.

2.11.1 Por semilla

La posibilidad de propagar bambues por semilla no es un método practico debido
a los largos ciclos de semillacion de los bambues y a la dificultad de obtener
semillas en algunos de ellos. En Asia el porcentaje de germinacion de las semillas
de varias especies fluctia entre 26-52%; en América las semillas de algunas
especies como Guadua angustifolia presentan porcentajes altos de germinacion,
95-100%, sin embargo, la probabilidad de que esta especie produzca semillas es
escasa, ya que un alto porcentaje de los flésculos de la espiguilla son parasitados
en estado inmaduro por larvas de insectos, principalmente de los 6rdenes Diptera

e Hymenoptera (Uchimura, 1980).

2.11.2Rizomas con segmento de tallo

Se considera como el mejor método de propagacion; sin embargo, no se
recomienda en muchos paises para plantaciones a gran escala, por lo pesado y

dificil del transporte. La actividad de brotes se da generalmente después del afio
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de sembrado y a pesar del alto grado de prendimiento no es lo mas
recomendable, debido a que implica la deforestacion de un area para la
repoblacion de otra (Vongvijitra, 1988; Kamondo y Haq, 1988).

2.11.3 Segmentos de culmo

Este método es efectivo para propagar bambues de gran tamafo (8-12 cm
diametro) y pared gruesa, tales como Bambusa wvulgaris, B. blumeana,
Dendrocalamus asper, y D. latiflorus. Experimentos en India han indicado que este
método provee solucién al problema de escasez y peso del material a plantar,
pero el éxito en la germinacion ha sido limitado. Se observa que se deben utilizar
culmos de un afio de edad, y segmentos de culmo con uno o dos nudos por
segmento; la siembra es mejor horizontal que vertical u oblicua, y se deben
enterrar a 20 cm de profundidad, regando dos veces al dia. Los nuevos brotes se
pueden empezar a observar entre la segunda y cuarta semana. La aplicacion de
fungicidas e insecticidas se realiza entre los seis y doce meses después de
transplantados. Este método no es ventajoso por su costo y por la limitacion de
usar culmos de un afio, los cuales pueden ser usados para otros propdsitos
(Giraldo y Sabogal, 1999).

2.11.4In vitro

Este sistema de propagacion se realiza en el laboratorio, bajo condiciones
asépticas y mediante el uso de embriones de semilla 0 yemas axilares colocadas
en un medio de cultivo complementado con fitohormonas y vitaminas. Presenta
ventaja sobre los demas sistemas debido a: a) la multiple obtencion de material
gue se consigue a partir de una yema meristematica, ya que la multiplicacion es
logaritmica; b) se facilita el intercambio de germoplasma a nivel internacional por
el tamafio de la muestra, y por que se minimiza la contaminacion microbioldgica;
c) la propagacion "in vitro" de materiales provenientes de semilla, evita la

homogeneidad en las plantaciones comerciales futuras, ya que la propagacion
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masiva vegetativa conduce al degeneramiento genético del cultivo (Saxena,
1990).

Se han empleado principalmente dos métodos para la multiplicacion in vitro del
bambu: embriogénesis somatica (Lin y Chan, 2004) y propagacion por yemas
axilares y microestacas (Ramanayake, 2001). Con las microestacas se puede
tener una tasa de multiplicacién muy alta que permita solucionar la carencia de
material para produccidbn en gran escala. La mayoria de las publicaciones
relacionadas con multiplicacion a gran escala de bambu se han efectuado con

especies asiaticas.

En las especies Guadua sélo se conocen dos trabajos: Maruland, Carvajalino,
Vargas, y Londofio (2002), citados por Jiménez, Castillo, Tavares, Guevara y
Montiel (2004), lograron la regeneracion por organogénesis directa de explantes

nodales. Sin embargo, aun no existen sistemas de propagacion eficientes.

Los principales problemas que se han presentado en la micropropagacion, son los
derivados de varios factores como: la presencia de contaminantes microbianos
enddgenos; la necrosis apical; la hiperhidracidad; la oxidacion fendlica; la
disponibilidad y respuesta estacional de los explantes, y la supervivencia ex vitro.
Ademas, la edad y estado de desarrollo de la planta madre, representan alin hoy

significativas limitaciones para la multiplicacion masiva (Pérez, 1998).

2.11.5Embriogénesis somatica

Este método es ampliamente utilizado como el mas eficiente para la produccion
masiva de plantas in vitro, debido a la naturaleza bipolar del embrion y la facilidad
con que puede ser automatizado todo el proceso productivo, los altos coeficientes
de multiplicacién en cortos periodos de tiempo y la posibilidad de encapsular estas
estructuras y obtener semillas artificiales (Redenbaugh, Paasch, Nichol, Kossler,
Viss y Walker, 1986).
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Sus desventajas radican en el desconocimiento que existe sobre la biologia del
proceso, siendo limitado el nimero de especies en los cuales se reporta una
embriogénesis somatica eficiente que permite un uso adecuado del método
(Pérez, 1998).

2.11.6 Micropropagacion por yemas axilares y microestacas

Técnica utilizada para la propagacion masiva de plantulas a partir de fragmentos
de tejidos, pequefias estacas en un rango de 1-2 cm o mas, para el cultivo
aséptico y el saneamiento. Este método permite la multiplicacién de plantulas
diferenciadas e idénticas a partir de una planta madre, garantizando la

conservacion de las caracteristicas que posea (Hernandez, 1997).

2.12 MEDIOS DE CULTIVO

El medio de White, fue el méas utilizado en los primeros tiempos de la
micropropagacion, muchas mejoras han sido hechas desde entonces, siendo las
mas notables el mejoramiento en los nivele de N, P y K, la reduccion del nivel de
Cay la prevencion de la precipitacion del Fe a pH altos (Orellana, 1994).

En la actualidad la mayor parte de publicaciones reportan el medio Murashige y
Skoog (1962), més conocido como medio MS como medio basal, suplementado
con dosis variables de citoquininas; combinadas, en algunos casos con auxinas.
Aunque una pequefa cantidad de citoquinina puede ser sintetizada por los brotes
en crecimiento, es reconocido que ésta es insuficiente para soportar el crecimiento
y desarrollo in vitro. Por tal razén, en mas del 85% de los medios de cultivo
empleados en la micropropagacion incluyen como suplemento alguna citoquinina
(Hu y Wang, 1983). La tendencia actual en la propagaciéon de plantas es el empleo

de medios de cultivo cada vez mas simples, lo que ha sido posible gracias al
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dominio cada vez mayor, que se tiene de los demas factores que influyen en el

cultivo in vitro.

En el Cuadro 1 se describe la composicion de medios de cultivo para células

vegetales de acuerdo a Echenique, Rubinstein y Mroginski (2004).

Cuadro 1. Composicion de medios de cultivo para células vegetales

Componentes

Caracteristicas y ejemplos

Agua destilada

Fuente de carbono

Sustancias inorgénicas

Vitaminas

Hormonas y reguladores del crecimiento

Mezclas de sustancias poco definidas

Materiales inertes

Representa el 95% del medio nutriente.

Generalmente se usa sacarosa. La fuente de carbono se
necesita porque los explantes no son completamente autétrofos,
y no pueden cubrir sus necesidades con la fotosintesis que
pueden realizar in vitro.

Macroelementos (N, P, K, Ca, Mg, S) y microelementos (Fe, Co,
Zn, Ni, B, Al, Mn, Mo, Cu, 1), en una proporcion adecuada para la
planta elegida.

Vitaminas B1, B2, B6, vitamina H, vitamina E, acido folico, acido
nicotinico, entre otras.

Auxinas: promueven la elongacion celular, la formacion de callos
y raices adventicias, inhiben la formacion de brotes axilares
adventicios y, a veces, inhiben la embriogénesis.

Citoquininas: promueven la division celular, regulan el
crecimiento y el desarrollo de los tejidos vegetales

Otras: giberelinas, acido absicico, etileno.

Ejemplos: extracto de levadura, extractos vegetales.

Usados como soporte. Incluyen agar, azarosa, otros
polisacéridos, lana de vidrio, papel de filtro, arena.

Fuente: Echenique, Rubinstein y Mroginski, (2004)

2.13 ESTADO DEL MEDIO DE CULTIVO

Los medios de cultivo para la propagacion de plantas, 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. Existen diferencias en el crecimiento y

multiplicacion de los explantes en dependencia del tipo de agente gelificante que

se utilice. La utilizacibn de medios semisdlidos tiene una serie de inconvenientes
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como son lo engorroso del proceso de preparacion, dosificacion y manipulacion,
asi como el aumento de los costos por unidad, que puede oscilar entre 70% y 90%
del costo del medio de cultivo. Ademas, algunos cultivos responden
negativamente a la adicion de gelificantes. Es por esto que en muchos casos se

ha recurrido al empleo de medios de cultivo en estado liquido (Epp, 1987).

Los medios de cultivo liquidos tienen las siguientes ventajas (Epp, 1987):

= Mayor facilidad en la preparacién, esterilizacion y manipulacion.

= Mas rapidez en la absorcion de nutrientes y la difusién de sustancias toxicas
producidas por el propio metabolismo de las plantas.

» Incremento en el nUmero de plantas que se obtienen, ya que se ha observado
una disminucion en el tiempo entre subcultivos, lo cual permite producir una
mayor cantidad de brotes por unidad de tiempo y disminucion en los plazos de
propagacion.

= 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 de forma individual.

» Disminucion en los costos del medio de cultivo.

= El cambio en la composicion del medio de cultivo puede efectuarse por simple
transferencia.

= Facilidad de automatizacion.

Sin embargo, el medio liquido tiene la limitante de que no todas las especies

responden igual al crecimiento en éste.
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2.14 TIPOS DE MEDIOS DE CULTIVO PARA LA PROPAGACION IN VITRO

2.14.1 Medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962)

Este medio de cultivo es muy usado, particularmente si el objetivo es regenerar

plantas; existen numerosas variaciones comerciales de este medio.

2.14.2 Medio de cultivo B5 o de Gamborg, Miller y Ojeina

Este medio de cultivo, o sus varios derivados, ha sido de un gran valor en el
cultivo de células y protoplastos, y también es utilizado eficazmente en
regeneracion de plantas. La diferencia principal entre los medios MS y B5 es la
menor concentracion de nitratos en B5.

2.14.3 Medio de cultivo WPM (Woody Plant Medium) (Lloyd y McCown, 1980)

Es un medio de baja concentracion de sales, especialmente indicado para

especies lefiosas.

La composicion detallada de los medios de cultivo se presenta en el cuadro 2

Composicion de los medios de cultivo evaluados (g/l); pagina 23.
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Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

3.1 DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Para la especie de bambu Guadua angustifolia Kunth existe gran demanda, tanto
en el mercado nacional como en el mercado internacional, debido a los numerosos
usos que se le puede dar por las cualidades que le caracterizan. Sin embargo, esa
demanda es dificil de cubrir debido a que las técnicas tradicionales de
propagacion no permiten la multiplicacibn en corto tiempo. La propagacion
convencional de bambu se hace por medio de semillas, secciones de culmos o de
rizomas, las cuales generan varias desventajas, se pueden citar; una floracién
impredecible o muy espaciada en el tiempo y la baja eficiencia en el niumero
limitado de propagulos y baja tasa de multiplicacion. En especies americanas,
como Guadua angustifolia, ain no se han definido sistemas de propagacion
eficientes.

En Guatemala, posiblemente por el desconocimiento de informacion sobre
métodos alternativos para la propagacion de la especie, no se ha podido cubrir la
demanda existente en el mercado nacional, y menos aun, ampliar los horizontes a

mercados internacionales.

Es en esto que radica la importancia para la evaluacién de cuatro medios de
cultivo para la propagacion in vitro de la especie Guadua angustifolia Kunth,
debido a que puede convertirse en una alternativa atractiva para la multiplicacion
eficiente en este grupo de plantas; pues permitiria generar un gran namero de
plantas por explante en un corto tiempo; garantizando su homogeneidad, la
conservacion de sus caracteristicas genotipicas y fenotipicas, asegurando su
pureza varietal, asi como también la obtencion de plantas libres de virus y
enfermedades, con caracteristicas agrondmicas muy deseables, durante todo el

ano.
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4.1

4.2

IV  OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

= Desarrollar una metodologia para la propagacion in vitro de plantas de

bambu Guadua angustifolia Kunth.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Determinar el porcentaje de oxidacion que presenten las yemas en cada

medio de cultivo.

= Determinar qué medio de cultivo promueve un mayor porcentaje de

brotacién de yemas.

= Establecer el medio de cultivo capaz de promover el mayor nimero de

brotes posibles por yema.

= |dentificar con cual de los cuatro tipos de medios de cultivo se obtiene la

mayor altura de brotes.

= Determinar los costos derivados del proceso de micropropagacion de
bambu.
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V  HIPOTESIS

Al menos un medio de cultivo disminuye el porcentaje de oxidacion de los

brotes de bambu Guadua angustifolia Kunth.

Al menos en un medio de cultivo se obtendra mayor brotacion de los

explantes.

Al menos en un medio de cultivo se incrementara el nimero de brotes por

yema.

Por lo menos uno de los medios de cultivo permitira un mayor crecimiento

de las brotes.
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VI METODOLOGIA

6.1 LOCALIZACION DEL AREA EXPERIMENTAL

El experimento se realizo en el laboratorio de reproduccion in vitro BIOMAG del
Ingenio Magdalena S. A., ubicado en el casco de la finca San Patricio, en la zona
baja del area cafera del sur de Guatemala, en el municipio de La Democracia,
departamento de Escuintla, a una altura promedio de 60 msnm. La precipitacion
media anual esta entre 2,000 a 3,000 mm, la temperatura media anual es de 20 a
25 °C y la humedad relativa media anual es de 60 % a 70 %, la ubicacion
geografica de la finca San Patricio coordenadas: 90° 57" 54.11"" Oeste, 14° 7°

39.39” Norte (Ingenio Magdalena, S. A, datos no publicados).

6.2 MATERIAL EXPERIMENTAL

* Yemas de la especie de bambl Guadua angustifolia, Kunth: estas yemas
fueron previamente desinfectadas y cortadas con, con un tamafio de dos cm

cada una.

» Reactivos del laboratorio de reproduccion in vitro, macronutrientes, micro-

nutrientes, vitaminas, reguladores de crecimiento, gelificante, azucar.

6.3 FACTOR ESTUDIADO

Medios de cultivo (M1, M2, M3 y M4), los cuales estuvieron compuestos por

diferentes concentraciones de sales y reguladores de crecimiento.
Medio de cultivo M1: este medio de cultivo esta constituido por 1MS, con una

adiciéon del regulador de crecimiento 6-BAP, a una concentraciéon de 0.1 mg/l, en

estado solido.

21



Medio de cultivo M2: este medio de cultivo esta constituido por ¥2 MS, con una
adicion del regulador de crecimiento 6-BAP a una concentracion de 0.1 mg/l, en
estado solido.

Medio de cultivo M3: este medio de cultivo es el denominado B5 o de Gamborg,
cuya diferencia principal entre los medios M1 y M2 es la menor concentracion de
nitratos, utilizando la misma concentracion del regulador de crecimiento 6-BAP,

0.1mg/l, en estado sadlido.

Medio de cultivo M4: es un medio de baja concentracién de sales denominado
WPM, al cual se le agreg6 el regulador de crecimiento 6-BAP, a una concentracion

de 0.1 mg/l en estado sélido.
La concentracion de 6-BAP fue determinada con base en la experiencia en el

desarrollo de otros cultivos bajo esa concentracion y consideraciones técnicas de

un laboratorio de propagacién de bambu en Brasil.
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La composicion para cada uno de los medios de cultivos evaluados se muestra en

el cuadro 2.

Cuadro 2. Composicion de los medios de cultivo evaluados (g/l)

NOMBRE FORMULA M1 (MS) M2 (1/2 MS) M3 (B5) M4 (WPM)
Nitrato de potasio KNOs 1.9 0.95 25
Nitrato de amonio NH2NOs 1.65 0.825 0.4
Fosfato diacido de potasio KH2PO4 1.7 0.85 0.17
Sulfato de magnesio hepta-hidratado MgSQ04.7H20 3.7 1.85 0.122 0.37
Cloruro de calcio di-hidratado CaCl2.2H20 4.4 2.2 0.113 0.096
Sulfato ferroso hepta-hidratado FeS04.7H20 0.0278 0.0139 0.028 0.028
Etileno diamina tetra acético Na2EDTA 0.037 0.01865 0.037 0.037
Sulfato de manganeso MnSQO4.H20 0.169 0.0845 0.01 0.022
Yoduro de potasio KI 0.00083  0.0000415 0.001
Cloruro de cobalto CoCl2.6H20 0.000025 0.000013
Sulfato de zinc ZnS04.7H20 0.086 0.043 0.002 0.009
Acido bérico H3BO3 0.062 0.031 0.003 0.006
Molibidiato de sodio NazMo04.2H20 0.00025 0.000125
Sulfato de cobre CuS04.5H20 0.000025 0.000013
Thiamine C12H17CIN4Os.HCI 0.0001 0.00001
Kinetina C10H9NsO 0.000005 0.000005 0.000005 0.000005
Bencylaminopurina C12H11Ns 0.00001 0.00001 0.00001 0.00001
Myo-Inositol CsH1206 0.1 0.1 0.1 0.1
Azucar C12H22011 30 30 30 30
Sulfato de amonio (NH4) 2S04 0.134
Acido nicotinico CsHsNO 0.001 0.001
Piridoxina CsHeN202 0.001 0.001
Nitrato de calcio tetra-hidratado CaNOs.4 H20 0.556
Sulfato de potasio K2 SO4 0.99
Glicina NH2CH2COOH 0.002
Phytagel 15 1.5 1.5 15

MS: Murashige & Skoog (1962); B5: Gamborg et al (1968); WPM: Woody Plant Medium

(1980) (Lloyd y McCown 1980)
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6.4 DESCRIPCION DE LOS TRATAMIENTOS

En el cuadro 3 se muestran los tratamientos que se evaluaron

para la

propagacion in vitro del cultivo de bambu, especie Guadua angustifolia Kunth:

Cuadro 3. Tratamientos evaluados

Tratamientos Repeticiones Descripcion
1 4 M1 - MS
2 4 M2 — 12 MS
3 4 M3 — B5
4 4 M4 — WPM

6.5 DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar (DCA), debido a que la

evaluacion se llevo a cabo en condiciones completamente controladas, a nivel de

laboratorio. Se realizaron cuatro repeticiones por cada uno de los cuatro

tratamientos evaluados.

6.6 MODELO ESTADISTICO ASOCIADO AL DISENO

El modelo estadistico utilizado fue el siguiente:

Y]- =pU+T + g

i=1,2,3,...,t
donde:
Yi = variable respuesta del i-ésimo tratamiento
H = Media general
i = Efecto del tratamiento i-ésimo

2
i = Error aleatorio, donde i ~ N(O’G )
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6.7 UNIDAD EXPERIMENTAL

Cada unidad experimental estuvo conformada por siete yemas emergidas en
invernadero (el namero de yemas se defini6 por el bajo porcentaje de
sobrevivencia y la escasez del material vegetativo con que se contaba), colocando
una yema por frasco de medio de cultivo. Haciendo un total de 28 yemas por cada

tratamiento.

6.8 CROQUIS DEL EXPERIMENTO

La distribucion de los tratamientos se muestra en la figura 1.

figura 1. Distribucién de los tratamientos.

6.9 MANEJO DEL EXPERIMENTO

El experimento se llevd a cabo en dos etapas, las cuales fueron: etapa de

invernadero y etapa de laboratorio.
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6.9.1 Etapadeinvernadero

Para iniciar la etapa de invernadero se procedié a transportar de la finca
proveedora los culmos de la especie Guadua angustifolia Kunth, con las siguientes
caracteristicas: procedentes de plantas vigorosas y libres de enfermedades, altura
de 1.5 m, edad 12 meses, entrenudos de 20 a 30 cm de longitud y didmetro entre

5-7 cm.

Paso 1: en esta fase se llevo cabo la siembra de los culmos o segmentos de tallos
en el invernadero (figura 2) para generar las yemas que 15 dias posteriores se
introdujeron al laboratorio para el experimento. Previo a esta fase se procedio a

una desinfeccion de los culmos.

Paso 2: al término de 15 dias se llevo a cabo el corte de las yemas germinadas

para introducirlas al laboratorio para el experimento.

Seleccion del Material

figura 2. Plantas de bambu en invernadero

6.9.2 Etapade laboratorio

Paso 1: recepcion de yemas y desinfeccion. Lavado con detergente 2 g/l durante
cinco minutos, inmersion en Derosal+Previcur 1 ml/l durante 20 minutos, 70% de

alcohol durante tres minutos, 2.5% CI durante 10 minutos (figura 3).
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Recepcion de culmos Conteo de yemas Desinfeccion

figura 3. Esterilizacion de yemas

Paso 2: Preparacién de los medios de cultivo segun los protocolos evaluados,
distribucion en frascos de vidrio limpios e identificados y esterilizacion en
autoclave a una temperatura de 122 °C durante 45 minutos a una presion de 120

PSI (figura 4).

Preparacion Esterilizacion

figura 4. Preparacion de los medios de cultivo

Paso 3: corte de yemas a dos cm de largo y siembra en frascos de vidrio de 10
cm de alto por 8 de diametro, los cuales permanecieron en oscuridad con un
fotoperiodo de 12 h (50-60 pmol/m?s), temperatura de 24.4 °C y una humedad
relativa de 47.9% durante ocho dias. Posteriormente se ubicaron en la luz durante

ocho dias mas (figura 5).
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El 50% de las yemas fueron cortadas con instrumentos sumergidos en acido
citrico y el otro 50% sin sumergir. Sin embargo este procedimiento se empled solo
para la siembra inicial; y de el se tomaron todas las yemas brotadas de los
instrumentos sumergidos en acido citrico, y los subcultivos fueron trabajados

también en su totalidad con acido citrico.

Brotacion

e LI e
e i

figura 5. Corte y siembra de yemas en camara de flujo laminar

Paso 4: se procedié a cambiar los medios de cultivo cada 15 dias para que los
niveles de sales y reguladores de crecimiento se mantuvieran frescos vy
disponibles. Esta fase se repitié durante un tiempo de 90 dias para poder obtener

seis subcultivos (figura 6).

figura 6. Desarrollo de yemas
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6.10 VARIABLES DE RESPUESTA

Porcentaje de oxidacion: se realizaron conteos del total de yemas que
presentaron oxidacion a los 15 dias de su siembra, tomando como base el total de

la poblacion por cada tratamiento y repeticion.

Se aplico la férmula (Numero de yemas oxidadas * 100).

Numero de yemas sembradas

Porcentaje de brotacion: se realizaron conteos del total de yemas brotadas a los

30 dias de su siembra. Se aplicé la formula (NUmero de yemas brotadas * 100).

Numero de yemas sembradas

Numero de brotes por yema: se efectuaron conteos de brotes por cada yema

establecida, a partir de los 30 dias después de la brotacion.

Altura de brotes propagados: se realizaron mediciones en cm, a partir de los 45

dias de siembra para establecer la altura de los brotes en cada tratamiento.

Costos del proceso: se llevo registro de los costos para el proceso de
micropropagacion de bambu.

6.11 ANALISIS DE LA INFORMACION

6.11.1 Anélisis estadistico
Las variables de respuesta porcentaje de oxidacion, porcentaje de brotacion,

namero de brotes por yema y altura de plantas, fueron sometidas a un andlisis de

varianza (ANDEVA). Cuando se determinaron diferencias estadisticamente
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significativas, se procedid a realizar una prueba de medias, utilizando para el

efecto la prueba de Tukey (5%).

6.11.2 Andalisis econdmico

No se realizd ningun analisis econémico, debido a que se consideré que la
diferencia de costos entre un medio de cultivo y otro fue minima, Unicamente se
determind el costo del proceso de micropropagacion de bambdu, incluyendo: costo
de produccion de plantas de bambu a nivel de laboratorio e invernadero, mediante

el célculo de costos que se realizaron en el proceso productivo.

Considerando que la escala de la evaluaciéon no fue tan amplia, y se redujo
Gnicamente a siete yemas por repeticion debido al bajo porcentaje de
sobrevivencia por la influencia de la contaminacion y la escasez del material
vegetativo, no se presenta ningun calculo sobre la tasa marginal de retorno al

capital o una relacion beneficio/costo, para no especular en resultados.
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VIl RESULTADOS Y DISCUSION

Uno de los factores determinantes para obtener un exitoso establecimiento del
cultivo de bambu, radica en la metodologia de desinfeccion, pues es un aspecto
critico; segun muestra otro autor, en su trabajo de desinfeccion tan solo logré
alcanzar del 2 al 8% de brotacion libre de contaminacién por hongos y bacterias
(Marulanda et al., 2002); debido a que aun no se cuenta con protocolos
establecidos se tuvo que determinar antes, un protocolo que permitiera la
obtencién de yemas libres para la posterior evaluacion de medios de cultivo para

su multiplicacion.

El protocolo establecido consisti6 en el lavado de las yemas con detergente
comercial dos g/l durante cinco minutos, una inmersion en una solucion de
Derosal+Previcur un ml/l durante 20 minutos, agitacién en alcohol al 70% durante
tres minutos y 2.5% CI durante 10 minutos, los resultados que se obtuvieron se

muestran en el cuadro 4.

Cuadro 4. Porcentaje de contaminacion en protocolo de desinfecciéon

Yemas % % % %
Tratamiento Sembradas Hongo Bacteria Contaminacion Libre
MS 100 11 59 70 30
% MS 197 26 59 86 14
B5 251 13 76 89 11.2
WPM 169 27 56 82 17.8

Se debe mencionar que las diferencias en los resultados de contaminacion entre
los medios de cultivo probablemente se deba a los nutrientes y sus
concentraciones, ya que podrian impactar directamente en el desarrollo o
inhibicion del crecimiento de determinados microorganismos, como por ejemplo la
influencia de bacterias en el tratamiento M3 es notoria comparada con los otros

tratamientos.
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7.1 PORCENTAJE DE OXIDACION

El impacto que puede causar la oxidacion en el cultivo de bambu es crucial,
debido a que es muy agresiva en la etapa de establecimiento. En la figura 7 se
muestran los porcentajes de oxidacion que se obtuvieron al sembrar las yemas
realizando cortes con bisturi y tijeras, sin ninguna consideracidon o técnica

preventiva (sin aplicacion de acido citrico).

50 A

40 7 32

30 A

% Oxidacion

20 A

10

Medios de Cultivo

MS 1/2 MS % B5 1 WPM

Figura 7. Porcentaje de oxidacion sin acido citrico.

La incision que se realiza en el momento de la siembra puede estimular una
acelerada fenolizacién que conlleva a la muerte inmediata. Sin embargo, se puede
observar que utilizando la misma técnica en diferentes medios de cultivo, éstos
pueden provocar una influencia positiva o0 negativa con base en las

concentraciones de sales que contienen.
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En la figura 8 se muestra el porcentaje de oxidacion en los cuatro medios de
cultivo utilizando un antioxidante (&cido citrico) en los instrumentos para el corte,

con el objetivo de reducir la oxidacion.

20
18
16
14

12 11

7

Figura 8. Porcentaje de oxidacion utilizando acido citrico como antioxidante.
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Medios de Cultivo

nms =1/2MS # B5 & WPM

El uso de acido citrico permitié disminuir considerablemente la oxidacion de los
explantes en los cuatro medios de cultivo; sin embargo, el efecto de la diferencia
entre ellos podria radicar en que el acido citrico actia como secuestrante de
iones metalicos inmersos en el medio de cultivo y que pueden actuar como
catalizadores de la oxidacién; segun los resultados el medio de cultivo MS es el

mejor para controlar la oxidacion en combinacién con acido citrico.

7.2 PORCENTAJE DE BROTACION
La variable del porcentaje de brotacion se midi6é a partir del dia treinta después de

su siembra. Posteriormente se realizd un analisis de varianza, obteniéndose los

resultados que se detallan en el cuadro 5.
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Cuadro 5. Analisis de varianza para porcentaje de brotacion

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado
Variacion Libertad Cuadrados Medio Valor F Pr >F
Tratamientos 3 2815.85 938.6167 42.35 0.0001 **
Error 12 265.98 22.165
Total 15 3081.83
CV. 21.1%

** = Diferencia altamente significativa

La informacion que se presenta en el cuadro 5, indica que existid una diferencia
altamente significativa para la variable porcentaje de brotacion. Con base en éstos
resultados, se realiz6 una prueba multiple de medias (Tukey) para determinar los

mejores tratamientos, presentando los resultados en el cuadro 6.

Cuadro 6. Prueba de Tukey para porcentaje de brotacion

Porcentaje de Grupo
Tratamiento brotacion estadistico
% MS 29 A
MS 28.2 A
WPM 17.4 A
B5 0 B

Segun lo que se presenta en el cuadro 6, se observa que en el tratamiento M3
(medio de cultivo B5 de Gamborg) no se manifesté ninguna brotacién; una de las
razones pudo ser que en la composicién de este medio se involucraron elementos
limitantes como el amonio y el fésforo que inhiben la absorcion o asimilacion de
otros elementos, asi como también la influencia de oxidacién que se muestra en el
mismo. Los tratamientos ¥2 MS, MS y WPM formaron un mismo grupo estadistico,
aunque los porcentajes de brotacion tienden a ser superiores en los dos primeros

medios.

7.3 NUMERO DE BROTES POR YEMA

Se efectuaron conteos de brotes por cada yema brotada, a partir de los 30 dias
después de la brotacién, y a los resultados obtenidos se les realizé un analisis de

varianza, cuyos resultados se muestran en el cuadro 7.
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Cuadro 7. Analisis de varianza para brotes por yema brotada

Fuente de Grados de Sumade  Cuadrado
Variacion Libertad Cuadrados Medio Valor F Pr>F
Tratamientos 3 13.98188 4.66062 26.54 0.0001 **
Error 12 2.1075 0.17562
Total 15 16.08938

CV. 29.8%

** = Diferencia altamente significativa

Segun se observa en el cuadro 7, los datos obtenidos presentaron una diferencia
altamente significativa, por lo que se efectud la prueba de Tukey que se muestra

en el cuadro 8.

Cuadro 8. Prueba de Tukey para brotes por yema brotada

Numero de Grupo
Tratamiento brotes por yema estadistico
MS 2.6 A
% MS 1.7
WPM 1.3 B
B5 0.0 C

Para los resultados presentados en el cuadro 8, con base en la prueba de Tukey,
se puede establecer que para la variable nimero de brotes por yema brotada, se
tiene al tratamiento MS como el mejor para estimular brotes, seguidamente los
tratamiento ¥2 MS y WPM gue no marcan diferencia entre ellos, el tratamiento B5

no mostré ninguna brotacion.

En la figura 9 se muestra el desarrollo y proliferacion de los brotes a los 90 dias
después de su siembra, la diferencia entre tratamientos, probablemente se deba
a que la disponibilidad de nutrientes varia entre un medio y el otro, el tratamiento
MS fue capaz de estimular mayor niumero de brotes debido a que contenia mas

disponibilidad de nutrientes y en mayores concentraciones.
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Figura 9. Total de brotes a los 90 dias después de la siembra.

7.4 ALTURA DE BROTES

Se realizaron mediciones en centimetros, a partir de los 45 dias después de la

siembra, a todas las yemas brotadas y nuevos brotes; para establecer la altura

promedio en cada tratamiento. El analisis de varianza se presenta en el cuadro 9.

Cuadro 9. Analisis de varianza para altura de brotes.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado

Variaciéon Libertad Cuadrados Medio Valor F Pr >F
Tratamientos 3 2815.85 938.6167 42.35 0.0001 **
Error 12 265.98 22.165
Total 15 3081.83

CV. 21.1%

** = Diferencia altamente significativa
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Debido a que se obtuvo una diferencia altamente significativa entre los
tratamientos se procedido a realizar una prueba de Tukey, los resultados se

muestran en el cuadro 10.

Cuadro 10. Prueba de Tukey para altura de brotes.

Altura promedio Grupo
Tratamiento (mm) estadistico
% MS 32.6 A
MS 32.05 A
WPM 24.65 A
B5 0 B

Como se observa, segun la prueba de Tukey para los tratamientos MS, %2 MS y
WPM no existe variacién con relacion a la altura promedio que presentaron los
brotes en cada medicién; sin embargo, para el tratamiento B5 si existié una

diferencia marcada debido a que en éste no hubo brotes que medir.

7.5 COSTOS DEL PROCESO DE MICROPROPAGACION DE BAMBU

Para esta variable se realiz6 un registro detallado de los costos para el proceso
de micropropagacion de bambu de forma general, sin distincion en los tipos de
medios de cultivo que se evaluaron; sino Unicamente con el objetivo de determinar
el costo de una plantula de bambu propagada in vitro y adaptada en invernadero;

los cuales se detallan a continuacion en el cuadro 11.

Cuadro 11. Costos de produccion (Q) por planta de bambu producida en
laboratorio y adaptada en invernadero (con base en una produccion estimada de
1,000,000 de plantas).

Costos Costo
Descripcién Laboratorio (Q) Invernadero (Q) Total (Q) %
Costos fijos y variables
Mano de obra 0.47 0.13 0.60 42.78
Energia eléctrica 0.01 0.31
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0.30 22.13

Depreciacion de equipo 0.04 - 0.04 2.95
Depreciacion biofabrica 0.04 - 0.04 2.56
Depreciacion invernadero - 0.01 0.01 0.52
Sustrato - 0.06 0.06 4.15
Depreciacion bandejas - 0.03 0.03 2.12
Reactivos 0.04 - 0.04 292
Agroquimicos - 0.16 0.16 11.41
Materiales varios 0.04 0.05 0.09 6.15
Papeleria, Utiles y accesorios 0.01 0.00 0.01 0.75
Otros servicios 0.01 0.00 0.01 0.85
Imprevistos 0.01 0.00 0.01 0.46
Viaticos 0.00 - 0.00 0.24
Total Q. 0.96 0.45 1.40 100.00
Total USD $ S 0.123 §$ 0.058 S 0.181

El costo especifico para el cultivo de bambu depende directamente del volumen
total de plantas a propagar en un ciclo, tiempo que lleva el proceso dentro del
laboratorio, los medios de cultivo utilizados, manipulacion (mano de obra) y

requerimientos especificos.

Para el caso del bambu el costo de producciéon fue de US 0.18 6 Q 1.40. Estos
costos estan basados en una proyeccion de produccion de 1,000,000 de plantas
en un ciclo de siete meses, iniciando con 380 yemas establecidas; para el caso del
laboratorio y respecto a las plantas adaptadas en el invernadero con una

sobrevivencia del 85% de eficiencia.

Con base en los resultados obtenidos, se observa que el mayor impacto de los
costos es ocasionado por la mano de obra y la energia eléctrica, esto basado en
las horas efectivas de trabajo del personal y del equipo de laboratorio,
directamente el uso de energia en las camaras de flujo laminar, que se muestra en

la figura 10.
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VIII CONCLUSIONES

La contaminacion presente en las yemas de bambu pudo reducirse
empleando un protocolo de desinfeccidon eficiente, siendo el MS el medio

gue presentd menor contaminacion con un 70%

El nivel de oxidacion en las yemas de bambl se pudo reducir
sustancialmente al aplicar acido citrico en los instrumentos (bisturi y tijeras)
de corte. Siendo el medio de cultivo MS el que mejores resultados mostré,
al presentar solo un 7% de oxidacion, en comparacion con el resto de

tratamientos que estuvieron entre el 11% y 18%.

Para el porcentaje de brotacion no existid diferencia significativa en tres de
los medios evaluados; sin embargo, para el medio de cultivo B5 de

Gamborg, si existié una marcada diferencia, pues su brotacion fue 0%.

Segun los resultados presentados en esta evaluacion, se puede establecer
gue para la variable nimero de brotes por yema brotada se tiene al medio
MS como el mejor, le siguen los medios ¥2 MS y WPM que no marcan
diferencia entre ellos; con el medio B5 de Gamborg no se logré promover el

crecimiento de brotes.

Para la variable altura promedio de brotes; los medios de cultivo MS, %2 MS
WPM presentaron un efecto similar. Para el medio de cultivo B5 de
Gamborg la diferencia fue marcada debido a que no existieron brotes, pues

este no fue capaz de promover el desarrollo de los mismos.

Con base en la determinacién de los costos del proceso de propagacion de
bambu, se puede concluir que el mayor impacto es ocasionado por la
mano de obra y por la energia eléctrica. Sin embargo, el costo por planta
(Q. 1.40) puede variar positiva 0 negativamente, pues esta sujeto

directamente con el volumen de plantas a propagar.
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IX RECOMENDACIONES

Considerar el impacto que causa el alto nivel de contaminacion en el
establecimiento para el cultivo de bambu y profundizar en la investigacion
sobre métodos de desinfeccion para poder establecer un protocolo y asi

maximizar la fase de multiplicacion.

Emplear antioxidantes (acido citrico) en el momento de realizar los cortes,
para minimizar la oxidacion como principal influencia en la muerte de

brotes.

Se recomienda el medio de cultivo Y2 MS para el establecimiento de
yemas de bambu, pues es el medio de cultivo mas econémico, debido a la

concentracion de sales que contiene.

Para la fase de multiplicacion se debe recurrir al medio de cultivo MS,
debido a que tiende a promover mayores indices de brotacion comparado
con el resto de medios, es decir, por cada yema brotada promovio el 2.6 %
de brotes, mientras que con el medio M2 (%2 MS) se promovi6 el 1.7%, con
el medio WPM 1.3% y con B5 0%.

Se deben generar protocolos para mejorar la propagacion in vitro, ya que
resulta con un costo mas bajo en comparacion con los costos de vivero, y la
calidad de plantas que se desarrollan es mejor, sumando a esto factores
como tiempo de propagacion y mayor numero de plantas en espacio

reducido.
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X ANEXOS

ANEXO 1. Datos de campo originales

Porcentaje de oxidacion

Sin Acido Citrico

Con Acido Citrico

Tratamiento Total Yemas Oxidadas % Oxidacién Tratamiento Total Yemas Oxidadas % Oxidacién
M1 7 2 29% M1 7 0 0%
M1 7 1 14% M1 7 0 0%
M1 7 3 43% M1 7 2 29%
M1 7 3 43% M1 7 0 0%
M1 28 9 32% m1 28 2 7%
M2 7 5 71% M2 7 1 14%
M2 7 5 71% M2 7 1 14%
M2 7 4 57% M2 7 0 0%
M2 7 4 57% M2 7 1 14%
M2 28 18 64% M2 28 3 11%
M3 7 2 29% M3 7 0 0%
M3 7 4 57% M3 7 3 43%
M3 7 7 100% M3 7 1 14%
M3 7 5 71% M3 7 0 0%
M3 28 18 64% M3 28 4 14%
M4 7 2 29% M4 7 0 0%
M4 7 3 43% M4 7 4 57%
M4 7 3 43% M4 7 1 14%
M4 7 4 57% M4 7 0 0%
M4 28 12 43% M4 28 5 18%

Porcentaje de brotacion a los 90 dds

Tratamiento Repeticion % Brotacién Transform
M1 1 43 41
M1 2 29 32.6
M1 3 29 32,6
M1 4 0 0
M2 1 29 32.6
M2 2 29 32.6
M2 3 29 32,6
M2 4 29 32.6
M3 1 14 22
M3 2 0 0
M3 3 0 0
M3 4 14 22
M4 1 14 22
M4 2 14 22
M4 3 0 0

4 4 29 32.6
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Altura (cm) promedio de brotes hasta los 90 dds

Tratamiento  Repeticion  Altura Promedio

(cm)
M1 1 0.286
M1 2 0.248
M1 3 0.324
M1 4 0.311
M2 1 0.240
M2 2 0.326
M2 3 0.184
M2 4 0.314
M3 1 0.00
M3 2 0.00
M3 3 0.00
M3 4 0.00
M4 1 0.250
M4 2 0.223
M4 3 0.00
M4 4 1.64

Numero de brotes por yema brotada

%

Tratamiento  Repeticion se:m(qet:?:;as b\r(stn;(?:s Nu;:strzsde % Brotacion Transformado a
grados
M1 1 7 5 14 71% 57.4
M1 2 7 4 9 57% 49
M1 3 7 3 17 43% 40.4
M1 4 7 4 0 57% 49
M2 1 7 3 5 43% 40.4
M2 2 7 6 7 86% 68
M2 3 7 4 10 57% 49
M2 4 7 5 7 71% 57.4
M3 1 7 3 0 43% 40.4
M3 2 7 4 0 57% 49
M3 3 7 6 0 86% 68
M3 4 7 4 0 57% 49
M4 1 7 5 4 71% 57.4
M4 2 7 3 4 43% 40.4
M4 3 7 3 0 43% 40.4
M4 4 7 2 10 29% 32.6
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Total de brotes a los 90 dds.

Tratamiento 15 Dias 30 Dias 45 Dias 60Dias 75Dias 90 Dias
M1 16 10 10 12 32 40
M2 18 12 18 21 28 29
M3 17 19 18 3 4 0
M4 13 16 16 13 13 22
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