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RESUMEN

Bambusa vulgaris Schrad. ex Wendl es una especie de gran importancia ambiental y desempefia un papel
vital en el desarrollo econémico de Cuba. El presente trabajo se llevé a cabo con el objetivo de determinar el
efecto de la densidad de indculo sobre la morfologia y fisiologia de brotes de B. vulgaris cultivados en SIT. Se
evaluaron variables morfologicas y fisioldgicas de plantas cultivadas con diferentes densidades de inéculo (6,
12y 18 explantes por SIT) durante 30 dias. Los resultados mostraron que las densidades estudiadas tuvieron
efecto sobre el crecimiento y la fisiologia de los brotes durante la multiplicacion in vitro. Los estudios revelaron
que el nimero de brotes, la longitud del brote principal, el numero de hojas y la clorofila aumentaron con la
densidad del in6culo de 12 explantes. Sin embargo, con el experimento se demostrd que el aumento de la
densidad del inéculo disminuyé la acumulacién de clorofila total, el contenido de masa seca de los brotes y
aumenté el contenido de agua. Estos resultados mostraron una mejor respuesta morfo-fisiolégica de los brotes
cultivados con 12 explantes. Este estudio proporciona una comprension inicial de la respuesta de los brotes de B.
vulgaris al cultivo de condiciones in vitro, lo que es importante para aumentar la produccion de plantas de bambd.
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Effect of inoculum density on the morphology and physiology of
Bambusa vulgaris Schrad. ex Wend| shoots cultured in Temporary
Immersion System

ABSTRACT

Bambusa vulgaris Schrad. Ex Wendl is a species of great environmental importance and plays a vital role in
the economic development of Cuba. The present work was carried out with objective of determining effect of
inoculum density on morphology and physiology of the shoots of B. vulgaris cultivated in SIT. Morphological
and physiological parameters of cultivated plants were evaluated at different inoculum densities (6, 12 and 18
explants per SIT) for 30 days. The results showed that densities studied had an effect on growth and physiology
of shoots during in vitro multiplication. Studies revealed that number of shoots, shoot length, leaf numbers
and chlorophyll increased with inoculum density of 12 explants. However, experiment showed that increase in
inoculum density decreased accumulation of total chlorophyll, dry mass content of the shoots and water
content. These results showed a better morpho-physiological response of shoots cultivated with 12 explants.
This study provides an initial understanding of response of B. vulgaris shoots to cultivation of in vitro conditions,
which is important for increasing production of bamboo plants.

Keywords: bamboo, chlorophyll, fresh and dry mass content, water content

INTRODUCCION embargo, Bambusa vulgaris Schrad. ex Wendl|

es la especie mas extendida y bien adaptada a
Los bambues tienen gran importancia practica las condiciones del Caribe. Cuba, en particular
a nivel mundial (Pratibha y Sarma, 2014). Sin tiene enmarcada la reforestacion con esta
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especie, debido a su impacto ambiental en
muchas &reas deforestadas y degradadas
(Cordero-Miranda, 2010).

Desarrollar la propagacién in vitro via
organogénesis seria una alternativa para
incrementar el nimero de plantas de B.
vulgaris en todo el territorio nacional (Alvarez
etal., 2003). En la actualidad la mayoria de los
resultados describen protocolos a partir del
empleo de los medios de cultivo en estado
semisélido principalmente para Bambusa
arundinacea Retz. Willd (Kalaiarasi etal., 2014;
Venkatachalam et al., 2015), Guadua
angustifolia Kunth (Correa et al., 2015) y
Dendrocalamus strictus (Roxb.) (Goyal et al.,
2015).

En estudios previos se ha desarrollado la
regeneracion via organogénesis de B. vulgaris
en medio de cultivo liquido estético y se
destacan deficiencias como los bajos
coeficientes de multiplicacion, nimero de hojas
emitidas y la longitud de los brotes (Garcia-
Ramirez et al., 2015). Conjuntamente con una
pérdida del contenido de clorofilas totales, altos
porcentajes de contenido de agua en los tejidos,
bajos porcentajes de ligninas y fenoles en las
hojas (Gonzalez-Gonzalez, 2013). Dicha
deficiencia se asocia a una alta humedad relativa,
un intercambio gaseoso limitado entre la
atmoésfera interna de los recipientes de cultivo y
su medio ambiente circundante yla acumulacion
de etileno, condiciones que pueden inducir
trastornos fisiol6gicos (Dewir et al., 2014).

Con el objetivo de mejorar estas limitante se
han ensayado diversas alternativas a través del
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empleo de sistemas de inmersion temporal
(SIT). Estos garantizarian una mayor calidad
morfo-fisiol6gica de las plantas (Aragon et al.,
2010) debido a una mejor aireacion provocada
por la inmersién periddica y la renovacién del
ambiente interior, lo que resulta en una
reduccion de la hiperhidricidad (Vidal et al.,
2015).

En este sentido, la densidad de indculo y el
volumen de medio de cultivo son factores que
pudieran contribuir a incrementar el nUmero y
la calidad morfo- fisiol6gicas de los brotes
multiplicados in vitro de B. vulgaris. Se ha
demostrado que el ajuste de estos factores
mejora el desarrollo y crecimiento de los brotes,
ademés de la morfologia vy fisiologia con
respecto a las plantas obtenidas en los
sistemas en medio de cultivo liquido estatico y
semisolido (Gutiérrez et al., 2016).

Por todo lo antes planteado la presente
investigacion se desarrollé con el objetivo de
determinar el efecto de la densidad del in6culo
sobre la respuesta morfolégica y fisiol6gica en
la proliferacién de brotes de Bambusa vulgaris
Schrad. ex Wendl. en SIT.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se emplearon brotes de B. vulgaris
multiplicados in vitro (tercer subcultivo) en
medio de cultivo liquido estatico segun el
protocolo propuesto por Garcia-Ramirez et al.
(2010). Cada explante consistié en grupos de
10-12 brotes con hojas expandidas (Figura 1).

Figura 1. Explantes de Bambusa vulgaris (grupos de 10-12 brotes) en el tercer

subcultivo de multiplicacion.
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Procedimientos generales

Para la multiplicacién en SIT se empleé el
medio de cultivo compuesto por sales
inorganicas MS de Murashige y Skoog (1962),
6-BAP (6.0 mg I'), mio-inositol (100 mg I'%) y
sacarosa (30 g I'%). El pH se ajusté a 5.7 con el
uso de HCl y KOH antes de la esterilizacion en
autoclave.

Para la multiplicacién in vitro de los brotes de
B. vulgaris se emplearon sistemas de
inmersién temporal (SIT) segln el sistema de
funcionamiento descrito por Escalona et al.
(1999). Cada sistema emplea dos frascos de
vidrio de 1500 ml de capacidad, uno como
reservorio de medio de cultivo y otro como frasco
de cultivo para crecimiento del material vegetal.
El tiempo de inmersion fue de dos minutos y la
frecuencia de inmersién cada 6 horas (4
inmersiones en 24 horas). En cada tratamiento
se utilizaron cuatro SIT, cada frasco con 225
ml de medio de cultivo de multiplicacion in vitro.

Los frascos de cultivo se colocaron en camaras
de crecimiento de luz solar a 28+2.0°C, el flujo
de fotones fotosintéticos oscil6 entre 38.0-45.7
MM  m<2sl El fotoperiodo fue de
aproximadamente 14 horas de luz y 10 horas
de oscuridad.

Efecto de la densidad de in6culo

Para determinar el efecto de la densidad de
in6culo sobre la respuesta morfolégica y
fisiolégica de los brotes enlos SIT se analizaron
tres densidades de in6culo: 6, 12 y 18 explantes
por SIT.

Posteriormente, se realizaron renovaciones de
medio de cultivo, cada 15 dias hasta los 30 dias
de cultivo (Figura 1).

A los 30 dias de cultivo, se determinaron
indicadores morfoldgicos vy fisiolégicos.

Indicadores morfolégicos: se cuantifico el
namero de nuevos brotes y hojas expandidas
por explante. Ademas, se midi6 la longitud del
brote principal (cm) desde la base hasta el
punto de insercién de la primera hoja.

Indicadores fisiolégicos: contenido de agua (%)
y de pigmentos fotosintéticos (clorofilas a, b y
totales).
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Para determinar el contenido de agua se
tomaron 20 explantes con hojas abiertas por
cada tratamiento, que se obtuvieron por
multiplicacién in vitro en los SIT. Se enjuagaron
con agua destilada y se secaron con papel de
filtro. Se determiné la masa fresca (g) (MF) de
los brotes y posteriormente su masa seca (g)
(MS). Para esto ultimo se colocaron a 60 °C
durante 72 h hasta peso constante. El
contenido de agua (%) se calcul6 mediante la
férmula descrita por Bandyopadhyay et al.
(2004): CA%= (MF-MS)/MF*100. Para calcular
el area foliar (dm?) se emple6 la formula
descrita por Garcia-Ramirez et al. (2015).

El contenido de pigmentos fotosintéticos se
determiné en tejido foliar. A partir del segundo
par de hojas de los brotes multiplicados in vitro,
se tomé una muestra de 100 mg de masa
fresca obtenida después de triturar el tejido en
nitrégeno liquido, con el empleo de morterosy
pistilos preenfriados. Para la cuantificacion se
utilizé el protocolo descrito por Mahmood et al.
(2012). Brevemente, 100 mg de tejido vegetal
fueron homogenizados con 1.7 ml de acetona
al 80%, disuelta con fosfato de sodio 2.5 pM
(pH 7.8), se agit6 en vortex durante 15 minutos
y luego se centrifugd a 4 °C por 15 minutos a 3
000 rpm. Posteriormente, se midié la
absorbancia a 663 nm (clorofila a) y 646 nm
(clorofila b) contra el blanco (1.0 ml de acetona
al 80% en lugar del extracto). Para calcular el
contenido de clorofilas totales (ug mlt g?) se
emplearon las férmulas descritas por Porra
(2002).

Procesamiento estadistico

Para el analisis estadistico de los datos
experimentales se utilizé el programa SPSS
ver. 18.0, para el sistema operativo Windows.
Se empled la prueba Tukey (p<0.05) para todas
las variables analizadas, previa comprobacién
de los supuestos de normalidad vy
homogeneidad de varianza.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados demostraron que la densidad
de in6culo afecto la morfologia y fisiologia de los
brotes de B. vulgaris cultivados en SIT (Tabla 1).

Los brotes obtenidos en el tratamiento con 12
explantes alcanzaron una mayor longitud del
brote principal, nimero de brotes y hojas
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Tabla 1. Efecto de la densidad de inéculo sobre la multiplicacion, morfologia y fisiologia de brotes
de B. vulgaris cultivados en sistema de inmersion temporal.

Densidad de in6culo/SIT

Variables morfo-fisiolégicas

6 explantes

12 explantes 18 explantes

Numero de brotes/ explante
Longitud del brote princ. (cm)
Ndmero de hojas/ explante
Area foliar (dm?2)

Contenido de masa fresca* (g)
Contenido de masa seca* (g)
Contenido de clorofilas totales
(Mg mlit g?)

Contenido de agua (%)

4.501 +0.351c
6.172 £ 0.211c
6.801+0.445¢c
0.642+0.029 c
0.741+0.026 c
0.063 +0.002 c
149.794 £ 0.337 b  165.923 £ 0.499 a

91.423+0.196 b

9.600 £ 0.489 a
11.390+ 0.295 a
17.651+1.182 a
2.934£0.048 a
2,184 +£0.017 a
0.177 £0.004 a

8.300 £0.424 b
7.870 £ 0.257b
9.650 +0.488 b
1.443+£0.045b
1.331+£0.041 b
0.090 £ 0.003 b
92.852+0.513 ¢

91.867 £0.213 b 93.129 + 0.263 a

Medias con letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas segun la prueba de
Tukey, p<0.05, n=20, * contenido de 20 explantes por frasco

Figura 2. Brotes de B. vulgaris a los 30 dias de cultivo en sistemas de inmersion temporal con
diferentes densidades de inéculo, A: 6 explantes/frasco, B: 12 explantes/frasco, C: 18 explantes/

frasco.

expandidas por explante. De igual manera, en
este tratamiento se obtuvieron los mayores
valores en el &rea foliar y la masa seca por SIT.
Ademas, el contenido de agua fue menor en
los brotes respecto al tratamiento donde se
empled una densidad de in6éculo de 18
explantes, sin la presencia de brotes
hiperhidricos. Todos estos andlisis indicaron
una mejor respuesta morfoldgica de los brotes
obtenidos en el tratamiento con 12 explantes,
con diferencias significativas con respecto al
resto de los tratamientos. Tales hallazgos
revelan, que esta densidad de inoculo
incrementa y desarrolla el crecimiento de los
brotes durante la multiplicacion in vitro en los
SIT, debido posiblemente a unarelacion éptima
entre el explante y el medio de cultivo, asicomo
la aeracion en los frascos (Jin et al., 2013).

En el tratamiento con menor densidad de
in6culo (6 explantes/SIT) se alcanzaron los
menores valores en las variables evaluadas. A
los 30 dias de cultivo se observaron brotes
pequefios, con hojas enrolladas con una
coloracién de verde clara (c6digo hex:
#CCFFCC) a amarillo claro (co6digo hex:
#FFFFCC) (Figura 2). Es posible que estas
afectaciones morfolégicas pudieran estar
determinada por la insuficiente densidad de
in6culo, influenciado a su vez por el medio de
cultivo y el ambiente in vitro. En este sentido,
Rahman et al. (2015) refieren que la densidad
de in6culo se encuentra estrechamente
relacionada con la cantidad de nutrientes, la
cual esté influenciada por el volumen de medio
de cultivo disponible por explante. Estas
variables segin Watt (2012), influyen
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directamente en la morfologia y fisiologia de las
plantas cultivadas en los SIT.

En el tratamiento con 18 explantes por SIT se
incrementé el contenido de agua en los brotes
(92.129%), con una reduccién significativa en
el contenido de clorofilas totales (92.85 mg
gMS?) y la masa seca (0.090 g). Ademas, en
este tratamiento los brotes mostraron una
coloracion verde clara (cédigo hex: #CCFFCC),
con hojas poco expandidas (Figura 2c) a
diferencia del tratamiento con 12 explantes/SIT
donde los brotes desarrollaron hojas
expandidas con una coloracién verde oscuro
(co6digo hex: #00CC33) (Figura 2b). Las
variaciones morfo-fisiol6gicas observadas en
los brotes de B. vulgaris, pudieran deberse a
desdrdenes fisiolgicos y anatdmicos inducidos
por el alto contenido de agua en los brotes (van
den Dries et al., 2013). Segun Derwin et al.
(2014) a medida que aumenta el contenido de
agua en los espacios apoplasticos de los tejidos
se induce una alteracion fisioldgica, lo cual
provoca la formacién de células deformadas,
con ausencia de sistemas membranosos y
cloroplastos deformados. Esto pudiera guardar
relacion con la coloracion verde clara mostrada
en los brotes con el menor contenido de
clorofilas totales y masa seca alcanzado en el
tratamiento de mayor densidad.

Al respecto, Cui et al. (2014) plantearon que la
densidad de in6culo es un parametro fisico
importante que influye en el crecimiento de las
plantas in vitro. En este sentido, estos autores
demostraron que las bajas densidades de
in6éculo podrian resultar en la subutilizacion de
los SIT, mientras que altas podrian causar
reducir el &rea foliar, contenido de masa seca
y fresca, ademés del contenido de clorofila
totales, dando como resultado plantas de
menor calidad fisiolégica.

De igual manera, Polzin etal. (2014) informaron
un bajo desarrollo y crecimiento de los brotes
de Dioscorea cayenensis-rotundata en SIT
cuando emplearon una densidad de inéculos
de 5 explantes/SIT. Al respecto, Pérez-Alonso
et al. (2015) informaron que las bajas
densidades de inéculo en los SIT provocaron
una afectacién en el desarrollo morfo-fisiol6gico
de las plantas de Digitalis purpurea L.

Por otra parte, en los Ultimos afios escasos
trabajos cientificos (Marulanda et al., 2005;
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Holst, 2010) hacen referencia al empleo de SIT
para la multiplicacion in vitro de bambues, ya
pesar de que la densidad de inéculo es una
variable basica para establecer métodos de
cultivo en SIT, se desconoce su efecto sobre
el crecimiento y desarrollo de los brotes de
bambu. En este sentido, los resultados de este
trabajo permitiran optimizar las condiciones de
cultivo in vitro y reducir los desérdenes
fisioldgicos, lo cual conducirda a un
perfeccionamiento de los métodos de
propagacion in vitro de este cultivo.

Los resultados hasta aqui descritos permiten
seleccionar la densidad de in6culo de 12
explantes/SIT como el mejor tratamiento para
la multiplicacién de los brotes de B. vulgaris en
los SIT, con lo cual se logra un incremento del
namero de brotes (9.60 brote/explante) y la
obtencién de brotes de adecuada calidad
morfo-fisiol6gica. Los estudios realizados
resultan novedosos pues no fueron encontradas
referencias en la literatura especializada para
especies de bambues. Esto puede abrir una
nueva dimension de oportunidad para futuras
investigaciones y escalado a los laboratorios
comerciales, para la propagacion in vitro de
bambues.

CONCLUSIONES

La densidad de in6culo influye en la calidad
morfo-fisiolégica de plantas in vitro de B.
vulgaris multiplicadas en SIT, por ello, debe ser
ajustada en aras de optimizar las condiciones
de cultivo para la propagacion masiva de esta
especie.
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