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RESUMEN

El presente proyecto tuvo con finalidad evaluar el efecto del NaClO 5%, cloranfenicol
0.05 g/L y benzomil 500 0.1 g/L sobre la desinfeccion de yemas de bambu, Guadua
angustifolia kunth, durante su establecimiento in vitro. El efecto fue determinado
mediante un método experimental, compuesto por tres tratamientos y diez repeticiones
por tratamiento, considerando como muestra control de la desinfeccion al NaClO 5%,
Tratamiento 1: NaClO 5% + cloranfenicol 0.05 g¢/L, Tratamiento 2: NaClO 5% +
benzomil 500 0.1 g/L y Tratamiento 3: NaClO 5% + cloranfenicol 0.05 g/L + benzomil
500 0.1 g/L. Luego de la desinfeccion se procedid al establecimiento in vitro de las yemas
de bambu y durante las cuatro semanas siguientes se procedié a realizar la evaluacién
para determinar la efectividad de los tratamientos, obteniendo que el Tratamiento 3, tuvo
mayor eficacia en desinfeccion, puesto que presentd tasas de sobrevivencia de 56.7 %
respecto al demas tratamiento y porcentajes de contaminacion de 3.33 %, 10% y 16.67%
para hongo, bacteria y hongo + bacteria respectivamente; concluyendo que es el

tratamiento idoneo para lograr un dptimo establecimiento de yemas de bambu.

Palabras claves: Guadua angustifolia kunth, in vitro, NaClO, cloranfenicol y benzomil.
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ABSTRACT

The purpose of this project was to evaluate the effect of NaCIO 5%, chloramphenicol
0.05 g/L and benzomil 500 0.1 g/L in the disinfection of bamboo buds, Guadua
angustifolia kunth, in the establishment of in vitro culture. For which a factorial
experimental method was carried out, with 3 treatments and 10 repetitions; considering
NaClO 5% as target, Treatment 1: NaClO 5% + chloramphenicol 0.05 g/L, Treatment 2:
NaClO 5% + benzomil 500 0.1 g/L and Treatment 3: NaClIO 5% + chloramphenicol
0.05 g/L + benzomil 500 0.1 g /L. After four weeks, the in vitro establishment phase was
completed and it was determined that Treatment 3 has greater efficacy in disinfection,
since it presented survival rates of 56.7% compared to the other treatments and
contamination percentages of 3.33%, 10% and 16.67%. for fungus, bacteria and
fungus+bacteria respectively; concluding that it is the ideal treatment to achieve an
optimal establishment of bamboo buds.

Keywords: Guadua angustifolia kunth, in vitro, NaClO, chloramphenicol and benzomil.
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l. INTRODUCCION

El bamb(, Guadua angustifolia, es una especie de trascendencia historica, cultural,
econdmica y ecoldgica en nuestro pais; su aporte significativo radica en la economia
rural, por la generacién de divisas obtenidas a partir de la exportacion de grandes
cantidades de productos y subproductos con fines industriales y comerciales (Kaur et
al., 2011). El bambu, es considerado como la materia prima principal usada parala
construccion de viviendas en las zonas rurales y periurbanas a lo largo de nuestro pais
(Gonzales, 2020).

Por otro lado, ambientalmente, este cultivo contribuye en la proteccion de cuencas
hidrogréficas, recuperacion de las zonas deforestadas, proteccion de los suelos y la
biodiversidad, captura de CO2, regula el microclima local y embellece el paisaje
(Giraldo y Sabogal, 2007 citado por Ramirez, 2014). Asimismo, el bambl es
considerado una de las mejores especies del mundo, debido a su capacidad para
absorber energia y tolerar mayor flexion, haciendo de esta especie un material ideal
para construcciones sismorresistentes (Solar, 2012); por otro lado, esta capacidad se
le atribuye al tamafio de sus culmos que logran hasta 30 m de altura y 25 cm de
diametro (Afasco, 2013).

Por esta razén, China se ha consolidado como el mayor proveedor de productos y
subproductos de este cultivo. Las principales importaciones de productos de bambd
que realiza Peru provienen de este pais, para la fabricacion de diversos productos;
los cuales a su vez tiene como destino final Estados Unidos, considerado el mayor
importador (Afasco, 2015). Sin embargo, América latina, es la region mas rica en
diversidad y nimero de especies de bambu lefioso, con 20 géneros y 429 especies
extendidas desde México a Chile (Afiasco, 2013).

Del mismo modo Ecuador juega un rol importante en el abastecimiento de cafias de
bambu hacia el Per(, proveyendo alrededor del 80 % a 90% de la materia prima
consumida (SERFOR, 2018). A nivel nacional, existen muchos vacios de informacion
relacionados con los volimenes de produccién respecto a lo observado en el campo,
una de las principales falencias de la cadena es la formalizacién, que es deficiente en
todos los eslabones y que termina influyendo negativamente en los precios finales
(Anasco,2015).



Por esta razdn, en las regiones de Cajamarca y Amazonas el Estado viene
promoviendo la reforestacion con bambu, también conocido como cafia Guayaquil, 1o
que ha incrementado el &rea de plantaciones de manera significativa en los Gltimos
afios, conociéndose en la actualidad alrededor de 1000 hectareas aproximadamente,
para lo que cual se han seguido métodos tradicionales de cultivo (GOREA 2016). No
obstante, los métodos tradicionales de propagacion de este cultivo en forma sexual
y vegetativa presentan problemas en la multiplicacién a gran escala (Martinez, 2020).
La propagacion sexual resulta casi inviable por el tipo de floracion que presentan y en
Per( alin no se cuenta con un registro sustentado de produccion de semillas de Guadua

angustifolia Kunth (Larraga et al., 2011).

Por otro lado, tampoco se ha logrado uniformizar la calidad de las plantas de esta
especie, es por ello por lo que la micropropagacion o cultivo in vitro constituye una
alternativa viable para la propagacion del bambu a gran escala en espacios y tiempos
controlados, que permitan lograr la calidad deseada por el consumidor (Oblitas,
2019).

Guadua angustifolia, es un cultivo de dificil manejo, por lo que a nivel in vitro durante
el establecimiento de segmentos nodales presenta como principal inconveniente la
contaminacion por microorganismos, causando pérdidas bioldgicas y econdémicas
(Ramirez et al., 2009). En las fases de micropropagacion vegetal, la contaminacién
por hongos y bacterias es un problema comun pues limita el éxito del cultivo in vitro,
haciendo necesarias las practicas de desinfeccion superficial de los explantes (Cruz et
al., 2009). Por consiguiente, es importante el estudio de métodos que conduzcan a la
eliminacion de los contaminantes microbianos presentes en el cultivo de tejidos

vegetales (LOpez, 2012).

En Cuba, Borges et al., 2004, estudiaron el Efecto de diferentes métodos de
desinfeccion en el establecimiento in vitro de Guadua angustifolia Kunth,
demostrando que el método de desinfeccion basado en el uso de NaClO 2% durante 5
minutos con repeticion a las 24 horas fue el mas adecuado para el establecimiento in

vitro de explantes primarios de Guadua angustifolia Kunth.

Del mismo modo en Colombia, Ramirez, 2014, desarrollé un estudio acerca de la
Evaluacion de tratamientos de desinfeccion en segmentos nodales de Guadua

angustifolia para el establecimiento del cultivo in vitro, concluyendo que se lograron



mejores resultados de desinfeccion y brotacién de segmentos nodales de Guadua
angustifolia aplicando NaClO 2% durante 15 min representando una alternativa para

la obtencion de plantulas libres de hongos y bacterias.

En nuestro pais, Corrales, 2017, observo el establecimiento in vitro del Bambd
Guadua angustifolia kunth bajo seis tratamientos de desinfeccidn usando segmentos
nodales procedentes de ramas primarias, concluyendo que el explante con yema semi
diferenciada tiene un mejor establecimiento y desarrollo in vitro en el mes de junio
frente a lo realizado en el mes de setiembre, teniendo evidencia en que la
caracterizacion cualitativa de las secciones nodales de las ramas primarias de Guadua

angustifolia kunth desarrollada.

Asi también, Oblitas, 2019, en su investigacion enfocada en la Micropropagacion in
vitro de Guadua angustifolia kunth en Jaén, Cajamarca, describe que durante la fase
de desinfeccion se debe emplear NaClO 2 % por 25 min para lograr el 96 % de
explantes limpios y que en la fase de establecimiento el medio mas adecuado fue MS
a concentracion de 4.7 g/l, lo cual tuvo un crecimiento promedio de 18.8 mm en 30-
50 dias por plantula, mientras que en la fase de multiplicacion aplicando BAP a
concentracion 2.5 mg/l de se consiguieron 2.08 brotes en promedio frente a las otras

dosificaciones.

Por todo lo antes mencionado y teniendo en cuenta la importancia econdmica, social
y ambiental que representa el Bambu en nuestro pais, se ha planteado el siguiente
trabajo de investigacion con el fin de evaluar ¢(Cual sera el efecto de NaClO,
cloranfenicol y Benzomil 500 en la desinfeccion de yemas de bambu Guadua

angustifolia kunth para el establecimiento del cultivo in vitro?

1.1. Hipotesis

Se plantea la siguiente hipo6tesis de estudio:

Si la desinfeccion de yemas de bambu, Guadua angustifolia kunth, es realizada
usando NaClO, cloranfenicol y benzomil 500 en el establecimiento in vitro del
cultivo, se disminuiran los porcentajes de contaminacion causadas por bacterias y

hongos obteniéndose altas tasas de sobrevivencia de yemas.



1.2.

1

Objetivos

.2.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del NaClO 5%, Cloranfenicol 0.05 g/L y Benzomil 500 0.1 g/L
en la desinfeccion de yemas de bambul, Guadua angustifolia kunth, para el

establecimiento del cultivo in vitro.

1.2.2. Obijetivos especificos

e Determinar el efecto de NaClO 5 % como agente desinfectante en yemas para

el establecimiento del cultivo in vitro de Guadua angustifolia kunth.

e Determinar el efecto de NaClO 5% + cloranfenicol 0.05 g/L como método de
desinfeccion en yemas para el establecimiento del cultivo in vitro de Guadua

angustifolia kunth.

e Determinar el efecto de NaClO 5% + benzomil 500 0.1 g/L como método de
desinfeccion en yemas para el establecimiento del cultivo in vitro de Guadua

angustifolia kunth.

e Determinar el efecto de NaClO 5% + cloranfenicol 0.05 g/L y benzomil
0.1 g/L como método de desinfeccién en yemas para el establecimiento del

cultivo in vitro de Guadua angustifolia kunth.

1.3. Justificacion

La produccién de Bambu, Guadua angustifolia kunth, en nuestro pais es carente,
debido a que las técnicas tradicionales usadas en el proceso productivo no permiten
la obtencién répida de este cultivo, haciendo necesaria la implementacion de
nuevas técnicas de cultivos a fin de cumplir con las demandas del mercado. Por
otro lado, la alta carga microbiana que presenta el bambu ha hecho que los ensayos
de produccién a nivel laboratorio no hayan sido exitosos por las altas tasas de
mortandad debido a indices de contaminacién en la etapa inicial. Sin embargo,
aplicando nuevas técnicas de produccion in vitro y desinfectantes como NaClO,
cloranfenicol y benzomil 500 con mayor espectro permiten la obtencion de

resultados con menores tasas de contaminacion fungobacteriana.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Generalidades del bambu

En base a su taxonomia pertenece al reino Plantae, en la division Magnoliophyta
dentro de la clase Liliopsida y en el orden Poales de la familia Poaceae siendo
parte de la subfamilia Bambusoidade, incluido en el género Guadua, cuya especie
es Guadua Angustifolia Kunth (Byng et al., 2016).

El bambu, Guadua angustifolia Kunth, es lefiosa teniendo como adjetivo ser
continua y eficiente en su crecimiento. En cuanto a sus tallos se observa su
consistencia de madera (lignificados), de forma cilindrica, recta y fuertes,
enlazados por nudos y entrenudos; finalmente, sus hojas son denominadas
lanceoladas por la forma de su hoja semejante a una lanza siendo mas ancha

(oblonga), con apice puntiagudo y de consistencia lisas (Corrales, 2017).

Castaio & Moreno (2004) aseveran que el término “chusquin” posee similitud
con brotes basales de rizoma y plantulas del tipo bambu americano. Asimismo,
sefialan que brota del rizoma teniendo raiz, tallo, hojas y ramas. El cual, puede
producir de 7 a 10 nuevas plantas en 4 meses.

2.2. Morfologia de Guadua angustifolia kunth

2.2.1. Culmo

Su brotacion inicia en el rizoma con forma de eje aereo, obteniendo de altura hasta
15 m con 10 cm de didmetro. El cual, cuenta con cuello, entrenudos y nudos.
Siendo el cuello, la unién de rizoma y tallo; como resistencia para el tallo estan los
nudos que es el resultado del punto de union de los entrenudos; este, es una parte
del tallo (hueca) teniendo como longitud que aumenta en la punta (SERFOR,
2021).



2.2.2. Yema

Es la primera hoja que fue modificada siendo una estructura pequefia. Su
ubicacion esta en la linea de nudos desarrollando potencialmente la raiz y tallo en

su propagacion.

2.2.3. Hoja caulinar

Posee caracteristicas fundamentales para el crecimiento y desarrollo; el cual, en
su etapa inicial de crecimiento protege las yemas y tallo. Puesto que al activarse
las yemas; estd, se cae. Asimismo, est& ubicada en cada nudo con forma triangular

presentando color marron.

2.2.4. Rizoma

También denominada raiz, con caracteristicas de ser grueso, curvo y corto; con
raices secundarias, teniendo como funcion principal asimilar los nutrientes del
suelo; ademas es el soporte de la planta. Posee partes como el cuello, raices

secundarias y rizomas.

2.2.5. Rama

Existen ramas primarias, secundarias y terciarias; estas, se desarrollan a partir de
las yemas y su crecimiento es por encima de la linea nodal. Al culminar el
crecimiento del tallo lleva a cabo su desarrollo, brindando la importancia de

sostener las hojas.

2.2.6. Hojas

Tienen formas alternas, largas y angostas; por ello, el nombre de Guadua
angustifolia; es decir, “angustus” de angosto; y “folium”, hoja. Ademas, es

fundamental para la fotosintesis cuya composicion de vaina y lamina.

2.2.7. Inflorescencia

Sus flores estan compuestas por bréacteas con la funcion de proteger sus semillas;
estas, tienen la caracteristica parecida al grano de arroz. Presenta pocos estudios
en la mecanica de la floracién; puesto que, es de poca frecuencia (esporadica),

presenta tiempos irregulares y su forma es aislada.



2.2.8. Estados de madurez del tallo

Presenta distintas etapas en su desarrollo para diferenciar el principal proceso de
aprovechamiento. De tal manera, esta parte de la planta es la mas util de color
verde y en sus nudos posee doble banda de vellosidad cuyo color es blanco. Posee

4 estados; los cuales son, brote, verde, maduro y seco.

a. Brote

Este estado es el inicio para su desarrollo, se adhiere al rizoma y posee hojas
caulinares. Se denomina brote hasta lograr su maxima altura; esto ocasiona el
desprendimiento de sus hojas al igual que su tallo maduro, las yemas se activan
para obtener las ramas; este proceso se realiza en un afio aproximadamente.
Finalmente, la plantacion contiene brotes durante todo el afio; el cual, garantiza

ser continuo y su desarrollo exitoso.

b. Verde

Segundo estado que presenta color verde intenso y bien definida su linea nodal
presentando hojas y hojas caulinares, ramas y yemas en su base. Su periodo es de
2 a 3 afos; el cual, depende de su edad de plantacién, zona y caracteristicas del

tallo.

c. Maduro
Este estado se considera asi, porque alcanzo la madurez fisiologica y propiedades
fisico-mecéanicas mejores; por consiguiente, activa el uso para construccion,
muebles y artesania. También, inicia su presencia de manchas blancas con forma
de plaquetas que las producen los liquenes. Otra de las caracteristicas es el cambio
de color de verde claro a oscuro; al igual que las ramas tienden a secarse.

Su periodo para este estado es de 3 a 5 afios a partir de su brotacion del suelo.

d. Seco

En este ultimo estado no tiene valor comercial porque pierde sus propiedades
fisico-mecénicas; de igual manera, disminuyen su productividad. Las
caracteristicas que presenta es su cobertura de liquenes y hongos; asi también,

presenta color amarillento.



2.3. Habitat

Su crecimiento de Guadua angustifolia kunth inicia al nivel del mar hasta 2 600
m.s.n.m., se ubica en clima calido; en cuanto a su altitud oscila en 600 m.s.n.m. y 2
000 m.s.n.m. (Castafio & Moreno, 2004). En la cordillera andina de Latinoamérica,
el desarrollo de especies a 4 500 m.s.n.m. Por otro lado, el aumento de estas especies
aorillas de playas del Caribe; ademas, en zona asiética, playas de Oceania e Himalaya
a 3500 m.s.n.m. (Oblitas, 2019).

Esta especie puede permanecer en bosque tropical muy hdmedo, subtropical,
Montano bajo y seco (Castafio & Moreno, 2004).

La ubicacidn nativa de esta especie estd en Venezuela, Colombia y Ecuador; sin
embargo, la identificacion en zonas que son naturales de esta especie esta al nor-este
del Peru y éreas limitrofes con Colombia y Ecuador. Existen &reas pequefias en donde
fueron sembradas como Selva Central, Tumbes, Piura, Lambayeque, Sur de Lima y
San Martin. (Gonzales, 2005).

2.4. 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 rango de 1 300 a5 000
mm (Casanova, 2018)

2.5. Clima

Esta especie mantiene su temperatura entre 20° C a 30°C siendo ideal; sin embargo,
al aumentar o disminuir la temperatura, tiende a reducirse su didmetro y altura
afectando su desarrollo (IICA, 2005). Por otro lado, las humedades relativas de la

mayoria de bambues son desarrollados en ambientes de 70 y 90 % (Oblitas, 2019).

2.6. Suelo

Para esta especie es recomendable que sean franco arcilloso con drenaje. Asimismo,
estas especies se ubican en suelos arenosos y lechos himedos. Por consiguiente,

suelos arcillosos o pesados, no son eficientes para su desarrollo (I1ICA,2005).



2.7. Caracteristicas del cultivo de Guadua angustifolia kunth

Como se ha mencionado sus condiciones adecuadas para su desarrollo y produccion;
esta especie, puede crecer aislada, entre arboles o en las orillas de los rios. También,
tienden a desarrollar “manchales” y bosques. (Olivier, 2008).

Sus caracteristicas mas conocidas es ser espinosa y grande, en ellos posee culmos
erectos teniendo 25 m de altura con 10 a 25 cm de diametro. Por ello, se le considera
como tercera especie mas grande, el cual, posee fibras que son naturales y fuertes para
permitirles desarrollar aglomerados, pisos, esteras y entre otros (IICA, 2005).
Habitualmente esta especie es de rapido crecimiento con habito perenne; de igual
manera, posee rizomas que se desarrollan bien puesto que, es almacén de nutrientes
y posteriormente se da la propagacion asexual con la separacion de ramas
(Mercedes,2006)

2.8. Micropropagacion

Es una de las técnicas aplicadas para realizar propagacion de cultivos; es decir, con
pequefias partes de planta madre; creando condiciones viables para obtener
crecimiento aséptico en recipientes herméticos o tubos (Oblitas,2019). A partir de
ello, se obtiene asexualmente plantas de manera eficiente y en gran proporcion;

también, libre de bacterias que pueden ocasionar enfermedades (Ramos, 2012).

Est4 técnica estd basada en principios como totipotencia, regulacién hormonal,
control y manipulacion de procesos (Oblitas, 2019).

Finalmente, estas técnicas necesitan que su medio sea nutritivo y esenciales
incluyendo sales inorganicas, fuente de carbono; los cuales son glucosa o sacarosa,

vitaminas y mantener regulado su crecimiento (Casanova, 2018).
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Figura 1. Proceso de micropropagacion de plantas en condiciones in vitro y su aclimatacion ex vitro.

2.8.1. Etapas de la micropropagacion

La micropropagacion esta determinada por seis etapas o fases, cada una diferenciada
por factores ambientales y requerimientos nutricionales, segun Bhojwani y Dantu,

2013, se describen a continuacion:

Fase 1: Eleccién de la planta donante

Una vez identificado el tipo de planta a estudiar, se realizan monitoreos biométricos
y fitosanitarios que ayudan a determinar las plantas con las mejores caracteristicas
agrondémicas, que servirin como donantes de material vegetal para su
establecimiento en el laboratorio. Es preciso tener en cuenta el tipo de material
vegetal a usar y que la planta donante se encuentre en estado vegetativo puesto que

su totipotencia mejorara el establecimiento.

Fase 2: Desinfeccion del material vegetal

Una vez elegida la planta madre, se extraeran fragmentos conocidos como
explantes; los cuales, pueden ser: yemas, trozos de hojas, porciones de raices,

semillas, etc.
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Antes de extraer los explantes, se hara una desinfeccion de los fragmentos de la
planta madre para eliminar los contaminantes externos. Los contaminantes mas
comunes son los hongos y las bacterias que habitan en forma natural en el ambiente
(Mendoza, 2009).

Una vez desinfectado el material vegetal, se debe mantener en condiciones de
asepsia; por ejemplo, se trabajara en cabinas de flujo laminar, para extraer los
explantes a partir del material vegetal;, ademéas se desinfectara el explante con
hipoclorito de sodio, puro o diluido durante un periodo de 5 a 15 min, seguido por

3a 4 enjuagues en agua esterilizada.

Estos explantes se introducirdn en tubo de ensayo (esterilizados) con medio de

iniciacion para poder controlar sanidad y viabilidad.

Fase 3: Introduccidén del material in vitro.

Luego de la desinfeccién superficial de semillas o yemas, dependiendo del material
seleccionado, se insertan en medio de cultivo estéril. En un periodo de 7 a 15 dias,
tiempo después del cual comienza el proceso de germinacion o regeneracion de

nuevos tejidos vegetales, iniciando el ciclo de cultivo in vitro.

Fase 4: Multiplicacion de los brotes

Durante esta fase se espera que los explantes que sobrevivieron la FASE 2 y 3,
originen brotes de procedencia axilar o adventicia con varias hojas. En la base de
cada hoja hay una yema, y se desarrollara luego de ser establecida con el medio de
cultivo. En paralelo, los nuevos brotes se deben cultivar en nuevo medio, con

divisiones y siembras en tubos de cultivo u otros recipientes adecuados.

Estas operaciones se realizan en camara de flujo laminar o en lugares aislados que
permita mantener las condiciones de asepsia; de esta forma, aumenta el nimero de
plantas en cada repique; el cual, dependera de la especie vegetal y condiciones del
medio de cultivo. EI nimero de plantas que se obtiene por la via de la
micropropagacion permite alcanzar incrementos exponenciales, considerando que

todos los factores que afectan el crecimiento hayan sido optimizados.
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Fase 5: Eleccion de un medio de enraizamiento de los explantes

Para enraizar los explantes, se utilizan principalmente plantines individuales de un
tamafio aproximadamente de 5 cm. Los brotes obtenidos durante la fase de
multiplicacion se transfieren a un medio libre de reguladores de crecimiento o que
solo contenga hormonas del tipo auxinas. Algunas especies de plantas no necesitan
pasar esta etapa y emiten raices en el mismo medio de cultivo donde desarrollan
yemas nuevas; por lo tanto, el proceso de multiplicacion y enraizamiento

transcurre en forma simultanea.

Fase 6: Aclimatacion de los explantes enraizados

Los explantes recién enraizados, son muy sensibles a los cambios ambientales; por

lo tanto, el éxito o fracaso del proceso depende de la aclimatacion.

En esta etapa, las plantas sufriran cambios permitiendo la adaptacion a vivir en
condiciones naturales. En el instante que extraen los explantes o plantines
enraizados de los frascos, estdn poco adaptados a crecer en un invernadero; puesto
que, su desarrollo y crecimiento fueron en condiciones adecuadas y generalmente
tienen estomas (estructuras responsables de regular la transpiracion y pérdida de
agua en la planta). Por otro lado, crecer en ambientes himedos suele implicar la
falta de cuticula con cera desarrollada, que representa la barrera fisica para evitar

la pérdida de agua.

2.9. Medios de Cultivo

Conjunto de elementos o sustancias que proporcionan los nutrientes necesarios para
la conservacion y desarrollo de los microorganismos u otras células. Dichos
elementos o sustancias mencionadas pueden ser de origen organico o inorganico,
natural o artificial, y estan destinados a asegurar el crecimiento de organismos o
células, su identificacion o diferenciacion en un grupo de ellos o incluso pueden
inhibir el desarrollo de otros (BIOCEN, 2018).

En la actualidad, en diferentes estudios han reportado el medio Murashige y Skoog
(1962), también conocido como medio MS o medio basal, suplementado con
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citoquinina o en combinacion con auxina. Sin embargo, se puede sintetizar una
cantidad minima de citoquinina mediante el desarrollo de brotes; asimismo, no es
suficiente para el crecimiento y desarrollo in vitro. Por consiguiente, méas del 85%
de los medios de cultivo utilizados en micropropagacion, contienen hormonas de

tipo citoquinina (Fajardo, 2006).

Tabla 1. Composicion del medio de cultivo Murashige y Skoog (1962)

Compuestos Concentracion (g/L)

Macronutrientes

Nitrato de amonio 16.50
Nitrato de potasio 19.00
Sulfato de magnesio heptahidratado 3.70
Cloruro de calcio dihidratado 4.40
Fosfato monopotasico 1.70

Micronutrientes

Yoduro de potasio 0.0083
Acido borico 0.062
Sulfato de manganeso tetrahidratado 0.223
Sulfato de zinc tetrahidratado 0.086
Molibdato de sodio dihidratado 0.0025
Sulfato de cobre hexahidratado 0.00025
Cloruro de cobalto hexahidratado 0.00025
Hierro ( para 350 ml)

Etilendiamina tetraacético disédico 0.373
Sulfato ferroso heptahidratado 0.278
Vitaminas

Acido nicotinico 0.005
Piridoxina HCI 0.005
Tiamina HCI 0.001
Glicina 0.020

Ademas, el medio de cultivo incluye; agua, fuente de carbono, compuestos inorganicos
(sales minerales), vitaminas, hormonas y factores reguladores del crecimiento. Por lo
general, el pH del medio se mantiene entre 5.0 y 6.5 (Casanova, 2018).

Actualmente, se admite que la composicion de un medio debe adecuarse a las

necesidades de cada especie. De este modo, el crecimiento y la diferenciacion celular
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se controlan in vitro, mediante cambios en la proporcion de hormonas y reguladores
de crecimiento; si la relacion entre citoquininas y auxinas es mayor a 1, se desarrollan

brotes; si es menor, raices; y si son iguales, callos (Fajardo, 2006).

2.9. Organogénesis a partir de fragmentos nodales

La micropropagacion mediante organogenesis es un proceso de 2 etapas que incluye;
proliferacion (meristemos axilares) de brotes unipolares seguido de una escision de
brotes e induccion de meristemos radiculares. Las plantas regeneradas a partir de apices
0 yemas nodales, se consideran genéticamente estables y no estan sujetas a variaciones

somaclonales (George & Debergh, 2008).

Factores que controlan la organogénesis:

e Explante: El brote de las yemas nodales cultivadas; son determinadas por
genotipo, estado fisioldgico de tejidos y etapa vegetativa de la planta (Singh et al.,
2013).

e Medio de cultivo: Los nutrientes que se requieren para el crecimiento 6ptimo de
tejido in vitro, varian segln la especie. En bambd, el medio MS es el mas utilizado para

la organogénesis directa e indirecta (Singh et al., 2013).

e Reguladores de crecimiento: La frecuencia de brotacién en medios de cultivo sin
reguladores de crecimiento es baja (Singh et al., 2013). Se sabe que los niveles
enddgenos (reguladores de crecimiento), son variables. Por lo tanto, el nivel y tipo de
reguladores de crecimiento presentes en el medio de cultivo, determinaran el éxito del
procedimiento de cultivo de tejidos. Ademas de citoquininas y auxinas, se incluyeron
en el medio de proliferacion otros aditivos como sulfato de adenina, carbon activado y

aminodcidos (Singh et al., 2013).

e pH del Medio de Cultivo: La concentracion de iones de hidrégeno en el medio
de crecimiento, afecta el crecimiento del tejido al cambiar el pH de las células.
Concentraciones mas altas de iones “H”, estimula la precipitacion de fosfatos,
gelatinizacion del agar, destruccion de vitaminas y reguladores del crecimiento (Singh
et al., 2013). Sin embargo, la mayoria de los tejidos vegetales tienen un pH entre 5.0 a
5.5, que puede variar. El crecimiento de brotes fue efectivo a pH 4.5 -5.8,
Dendrocalamus giganteus.
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Asimismo, el mejor crecimiento de brotes se obtuvo en medio con pH de 4.5 (Singh
etal., 2013).

Fuente de Carbono: La sacarosa es la fuente de carbono mas utilizada en el cultivo
de tejidos vegetales, su concentracion varia del 2 al 6 %. Asimismo, la
administracion de glucosa ha mostrado efectos perjudiciales sobre la multiplicacion
de brotes (Singh et al., 2013).

Enraizamiento de los brotes: La induccion de raices en brotes removidos y
sobrevivencia de las plantulas en suelos, son pasos para un protocolo exitoso de
micropropagacion. La presencia de auxinas en el desarrollo de la raiz esta
certificada y estandarizada por Bisht, Pant y Kant (2010). Algunas auxinas difieren
en sus actividades fisiologicas segun el movimiento; a través de tejidos, permanece
en las células o se metaboliza. Ademas, suficiente citoquinina residual sera viable

en los brotes, lo cual requiere poco o ninguna necesidad de induccién de raices.

Aclimatacion y establecimiento en campo: La transicion de condiciones in vitro
a ex vitro, sigue siendo un gran dilema en la comercializacion de cultivos de tejidos.
Esto se debe al estrés al que estan sometidas las plantulas in vitro, cuando se
transfieren de un ambiente de cultivo con baja irradiacién y alta humedad a un

ambiente natural, con alta irradiacion y baja humedad.

Las plantas in vitro exitosas, suelen tener hojas con un poco o ningln crecimiento
de cera cuticular, mecanismos estomaticos deteriorados, pigmento fotosintético
bajo, actividad fotosintética deficiente, desarrollo vascular y conectividad
deficiente. Por lo tanto, se necesita una técnica de adaptacion eficiente para asegurar
una mayor sobrevivencia de las plantulas in vitro en campo. La reduccion paulatina
del aporte de nutrientes y humedad durante estos procesos obliga a la planta a
fortalecer sus propios mecanismos fotosintéticos y de defensa, preparandose para

crecer en condiciones ex vitro (Singh et al., 2013).
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2.10. Agentes desinfectantes para el establecimiento in vitro

Para el establecimiento in vitro de plantas lefiosas, posee el problema de
oscurecimientos letales. Esto, es debido a las bacterias que ocasionan este dilema
en el cultivo in vitro de las plantas. Por consiguiente, el empleo de antibioticos
en medio de cultivo es una de las soluciones para la mitigacion. Ademas, son
limitadas puesto que, existen efectos fitotoxicos sobre el material vegetativo
(Sabale et al., 2015).

Por lo tanto, con esta problematica se determina el uso de antibidticos para el
control de estos contaminantes; y asi, obtener eficiente produccion de plantas in
vitro (Abreu et al., 2016). En algunas investigaciones, determinaron que durante
el proceso de crecimiento en cultivo in vitro es intervenido por dos causas: las
pérdidas por contaminantes microbianos y oscurecimiento de los tejidos

cultivados (oxidacion fendlica) (Kulus, 2014).

Para Sosa et al. (2014), afirma que el tejido vegetal es exdgeno; puesto que, libera
sustancias fenolicas y son acumuladas en el medio de cultivo; por consiguiente,
éstas impiden su desarrollo siendo uno de los problemas mas habituales en
propagacion y establecimiento de cultivos in vitro. Entonces, teniendo en cuenta
que los antibidticos son relevantes para el establecimiento del cultivo in vitro en

distintos tipos de material vegetal. En esta investigacion tenemos:

e Hipoclorito de sodio (NaClO): es letal para varios microorganismos, virus y
bacterias vegetativas, pero es menos efectivo contra esporas bacterianas,
hongos y protozoarios. La actividad del hipoclorito se ve reducida en
presencia de iones metalicos, biocapas, materiales organicos, bajo pH o luz
UV (Anand et al., 2013). Al incrementar la concentracion de NaCIO vy el
tiempo, brinda como resultados menos nimero de explantes contaminados;
sin embargo, como consecuencia se obtiene mayor numero de explantes

muertos (Bedoya et al., 2016).
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e Cloranfenicol: es generalmente bacteriostatico, ya que inhibe el desarrollo de
las bacterias, pero en alta concentraciones puede ser bactericida. Su actividad
antibidtica resulta de la inhibicion de la sintesis de proteinas de las células
bacterianas (Abreu et al., 2016). Utilizar este agente en la sumersion previa
del material vegetativo a 2.5 mg/mL, por 4 horas (Murashige y Skoog, 1962);
asimismo, adicionar en medio de cultivo como constituyente (30 pg/mL)
(Murashige y Skoog, 1962); esta combinacidn, obtiene como resultado mayor
porcentaje de explantes sanos a comparacion de tratamientos por separados
(Héctor et al., 2005). Caso contrario en algunos vegetales descartan su empleo
por los cambios fenoldgicos, teniendo apariciones en zonas precoces de
clorosis (Azofeifa, 2009).

e BENZOMIL 500: es un fungicida preventivo y organico, adecuado para
combatir con la variedad de hongos que afectan a los cultivos vegetativos en
campo. Su modo de accion es la inhibicion e interferencia en la division
nuclear del hongo; por consiguiente, bloquea la mitosis y ocasiona la muerte
del hongo. Por lo que se recomienda usar antes de obtener el material
vegetativo (explante), para que su posterior procedimiento esté libre de
agentes infecciosos y no altere resultados en el cultivo in vitro. Este agente,
tiene compatibilidad con la mayoria de contaminantes, sin embargo, no con

aguas carbonatadas y de reaccion alcalina (Neoagrum S. A. C., 2017).

Del mismo modo, algunos materiales vegetativos no toleran concentraciones
elevadas de este fungicida. Algunas investigaciones emplean este agente
como desinfeccion (obteniendo el 80 % desinfectados del total de material
vegetativo) incluyen en medio de cultivo MS; siendo la mejor concentracion
2 g/L para controlar la inocuidad de los explantes, logrando obtener 0% de

contaminacion (Rivero, 2016).

I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Identificacidn y seleccion de plantas élites
Siguiendo la metodologia de Botero, 2020, se identificaron plantas de Guadua

angustifolia kunth con caracteristicas agronomicas sobresalientes, en el invernadero
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de la Fam. Coppola, en la provincia de Huaral, Lima. De las plantas seleccionadas
se extrajeron segmentos delgados y pequefios conocidos como chusquines,
mismos que tuvieron la capacidad de generar rizomas; dichos chusquines tuvieron
un grosor aproximado de 0.6 cm, fertilidad y sanidad como tallos rectos,

entrenudos uniformes y follaje verde intenso.

3.2. Siembra de chusquines seleccionados

Los chusquines colectados, fueron embalados en papel toalla humedecidos con
aguay solucion antioxidantes, a fin de mantenerlos frescos y dispuestos en un
cooler herméticamente cerrado se trasladaron hasta la ciudad de Chimbote, donde
se sembraron en baldes de 20L usando sustrato de musgo sphagnum de la marca
“4 Estaciones”. El desarrollo de las plantas se realiz6 bajo condiciones
ambientales controlados, usando un termohigrometro digital el cual marcé

temperatura promedio de 23 °C durante el dia y humedad relativa de 88%. El

tiempo en el que se logré el desarrollo de nuevos brotes fue de tres meses.

Figura 2. Proceso de desarrollo de chusquines de bambu, Guadua angustifolia kunth, para la obtencion de
plantas donantes. A. Desarrollo de chusquin al primer mes de su establecimiento, B. Desarrollo de chusquin al
segundo mes de su establecimiento, C. Obtencion de plantas donantes luego de tres meses de su
establecimiento.

3.3. Preparacion de medio de cultivo

Para el establecimiento de los explantes de Guadua angustifolia kunth, se usé medio
MS descrito por Murashige y Skoog (1962). Se adquirié un medio MS para hidratar de

la marca PROBIOTEC, que cumplia con los requisitos nutricionales (ANEXO 1).
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El medio fue suplementado con sacarosa en proporcion de 30 g/L y agar 7 g/L.

Usando agua destilada estéril, se procedio a diluir 4.3 g/L de medio MS, tal como lo
indica el proveedor y de forma seguida se agreg6 el azlcar y se mezcld hasta diluir por
completo. Una vez diluido se midio y ajustd el pH del medio a 5.5 (pH 6ptimo del
bambu) y finalmente se agregd 7g/L de agar. El medio fue dispuesto en tubos de ensayo
de 10mL que sellados de forma semihermética se llevaron a esterilizar en el autoclave
a 121°C.

3.4. Recoleccion de yemas

Se utiliz6 frascos de vidrio con agua destilada para recolectar las yemas de Guadua
angustifolia kunth y su posterior transporte al laboratorio de Biotecnologia Vegetal del
Proyecto Especial Chavimochic, dichos frascos fueron cubiertos con papel aluminio.
Las yemas, fueron extraidas empleando bisturies previamente desinfectados, este

proceso se realizé en camara de flujo laminar.

3.5. Desinfeccion de yemas de Guadua angustifolia kunth.

Una vez obtenidas, las yemas se sometieron a procesos de desinfeccion variados, segun
se muestra en la Tabla 2. Siendo previamente lavados con detergente industrial a

concentracion de 5g/l y enjuagados con agua esteril.

Tabla 2. Concentracion de desinfectantes, segln tratamiento aplicado en la desinfeccién de Bambu

Tratamiento NaClO 5% Cloranfenicol (0.05 g/L) Benzomil 500 (0.1 g/L)
Blanco X
T1 X X
T2 X X
T3 X X X

Para el tratamiento en BLANCO: Las yemas fueron dispuestas en frascos de vidrio y se
procedié a la desinfeccion con NaClO 5% por un periodo de 10 min., culminado el

tiempo se realizaron 3 enjuagues consecutivos usando agua estéril.
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e Para el TRATAMIENTO 1: Las yemas en frascos de vidrio se desinfectaron

usando NaClO 5% por un periodo de 10 min., culminado el tiempo se realizaron
3 enjuagues consecutivos usando agua estéril, de forma seguida se realizé una
segunda desinfeccion con cloranfenicol 0.05 g/L por un periodo de 5 min,

culminado el tiempo se realizaron 3 enjuagues consecutivos usando agua estéril.

e Para el TRATAMIENTO 2: Las yemas en frascos de vidrio se desinfectaron
usando NaClO 5% por un periodo de 10 min., culminado el tiempo se realizaron
3 enjuagues consecutivos usando agua estéril, de forma seguida se realiz6 una
segunda desinfeccion con benzomil 0.1 g/L por un periodo de 5 min, culminado

el tiempo se realizaron 3 enjuagues consecutivos usando agua estéril.

e Para el TRATAMIENTO 3: Las yemas en frascos de vidrio se desinfectaron
usando NaClO 5% por un periodo de 10 min., culminado el tiempo se realizaron
3 enjuagues consecutivos usando agua esteéril, de forma seguida se realizé una
segunda desinfeccion con benzomil 0.1 g/L por un periodo de 5 min, culminado
el tiempo se realizaron 3 enjuagues consecutivos usando agua estéril y finalmente
se afiadiod cloranfenicol 0.05 g/L por un periodo de 5 min y se retir0 el exceso

mediante 3 enjuagues finales de agua estéril.

3.6. Siembra de yemas

Dicho procedimiento se llevé a cabo en camara de flujo laminar previamente
desinfectada con alcohol 70 % y NaClO 5%. Se realiz6 la siembra de yemas en
tubos de ensayo que contenian 10 mL de medio MS suplementado (sacarosa 30g/L
y agar 7g/L), una vez introducida la yema, los tubos fueron sellados con parafilm.
Posteriormente, se trasladaron al éarea de incubacion, donde se evaluaron
semanalmente los pardmetros horas luz (16 horas de luz, 8 horas de oscuridad) y
temperaturas de 21 °C (Seabrook, 2005).

3.7. Evaluacion de los tratamientos

La evaluacién fue realizada cada 7 dias, teniendo en cuenta los porcentajes de
contaminacion microbiana, fenolizacion y porcentaje de sobrevivencia de las yemas
establecidas (Botero, 2020).
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V. RESULTADOS

De acuerdo con lo ensayado en el laboratorio (ANEXO 11), se presentan los datos
obtenidos del crecimiento y desarrollo de plantas de bambu evaluados durante
un periodo de 4 semanas, en las que se determiné los porcentajes de

sobrevivencia, asi como mortalidad por fenolizacion y finalmente contaminacion

microbiana.

Figura 3. Proceso de desarrollo y crecimiento de plantulas de bambd, desde su
establecimiento en condiciones in vitro hasta la aparicién de los primeros brotes. A.
Establecimiento de yemas en medio MS a diferentes tratamientos de desinfeccién, B.
Apariciéon y desarrollo de brotes durante la segunda semana de establecimiento, C.
Plantulas de bambu a la cuarta semana del establecimiento.

Figura 4. Identificacion macroscopica de contaminacion por microorganismos durante el
establecimiento de yemas de bambd, A. Visualizacion de hongos en la base de yemas establecidas
sobre medio de cultivo, B. Identificacion de contaminacion por bacterias en yemas de bambu, C.
Oscurecimientodel medio de cultivo por fenoles expulsados por las yemas de bambd.
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En la Fig. 3 se muestra el desarrollo de las yemas de bambu, desde su establecimiento
hasta la generacién de los primeros brotes durante las cuatro semanas de evaluacion,
asi mismo en la Fig. 4 se muestra la contaminacion de agentes bacterianos y fangicos
que al estar presente en el microclima de cultivo impidieron el crecimiento de las
yemas, esta contaminacion esta relacionada con los microorganismos que se
encuentran de forma enddgenas en los tejidos vegetales y que durante el proceso de
desinfeccion no logran ser destruidos o al proceso de manipulacion durante su
establecimiento in vitro; a este hecho se suma la fenolizacion, causada por la
sobreexposicion de las yemas a los métodos de desinfeccion o lesiones causadas
durante el proceso in vitro, lo que conduce a la no viabilidad de las mismas o que se
traduce en muerte vegetal.

Por otro lado, a fin de obtener datos precisos que ayuden a determinar de forma
cuantitativa los porcentajes de sobrevivencia y mortalidad de las yemas luego de la
aplicacion de los diferentes tratamientos de desinfeccion aqui estudiados, se
obtuvieron los resultados mostrados en las tablas siguientes de acuerdo con las

semanas de evaluacion:

Tabla 3. Sobrevivencia y contaminacion promedio durante la primera semana del
establecimiento in vitro de yemas de bambu.

Porcentajes de tubos contaminados

) N° (%) % %
Tratamiento
tubos bacteria hongo + Fenolizacion  sobrevivencia
Hongo bacteria
Blanco 10 40 30 20 3.33 6.67
T1 10 10 30 16.67 10 33.33
T2 10 13.33 23.33 10 10 43.33
T3 10 16.67 6.67 0 3.33 73.33

De la tabla anterior, se observa que durante la primera semana del establecimiento in vitro
de las yemas de bambu, el T3 fue el que presentd mayor porcentaje de sobrevivencia con
un valor de 73.33% respecto a los demas tratamientos en estudio, seguido del T2 con un
valor de sobrevivencia de 43.33%. Del mismo modo se determinG que el tratamiento
Blanco o control, presenta el valor de sobrevivencia méas bajo con 6.67%. Las mayores
pérdidas de material vegetal (yemas) durante la primera semana se dio por la contaminacion
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fungica y bacteriana con valores 40% y 23.33% respectivamente. De lo que se deduce que los
agentes desinfectantes y su combinacion en el proceso de desinfeccion tienen unefecto
significativo en la viabilidad de las yemas.

Tabla 4. Porcentajes de contaminacion y sobrevivencia promedio de plantulas de bambd, luego de la

segunda semana de su establecimiento in vitro

Porcentajes de tubos contaminados

: (%) % %
Tratamiento o ) )
N° Hongo + fenolizacion sobrevivencia
tubos Hongo  Bacteria bacteria

Blanco 10 33.33 26.67 33.33 3.33 3.33
Tl 10 16.67 23.33 23.33 10 26.67
T2 10 13.33 20.00 16.67 13.33 36.67

T3 10 10.00 6.67 6.67 6.67 70

Pasado siete dias de la primera evaluacion a las yemas de bambu establecidas in vitro, se procedid
a realizar una segunda evaluacion determinando que el T3 a pesar de disminuir en 3% su
porcentaje de sobrevivencia sigue manteniendo altos porcentajes respecto a los demas
tratamientos en estudio con 70% de yemas viales y libres de contaminacion lo que se traduce que
la combinacién de desinfectantes esta dando resultados 6ptimos, puesto que, en el T2 semuestra
36.67% de yemas vivas y en el T1 26.67% de sobrevivencia. Por otro lado, es precisomencionar
que la reduccién de las tasas de sobrevivencia esta ligada a la contaminacion cruzada de hongo +
bacteria y el aumento de la fenolizacion del medio de cultivo como mecanismo de defensa de

agentes fenolicos de las plantas durante el proceso de generacion denuevos brotes.

Tabla 5. Porcentajes promedio de contaminacion y sobrevivencia de plantulas de bambd, luego de la

tercera semana de su establecimiento.

Porcentajes de tubos contaminados

. (%) % %
Tratamiento N° hongo + fenolizacion  sobrevivencia
tubos Hongo  Bacteria bacteria
Blanco 10 33.33 20 43.33 3.33 0
T1 10 16.67 20 30.00 13.33 20
T2 10 13.33 20.00 20 13.33 33.33
T3 10 6.67 6.67 10 13.33 63.33
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En la tercera semana de evaluacion, se observa que el tratamiento Blanco o control llegé a
un 0% de yemas sobrevivientes, deduciendo que al no existir un agente antimicrobiano
Optimo durante el proceso de desinfeccién de las yemas estas no llegan a ser viables o que
Ileva a una pérdida econdmica. Mientras que el T3 a pesar de haber disminuido su porcentaje
de sobrevivencia en un 7% respecto a la evaluacion anterior, mantiene viabilidad alta
respecto a los tratamientos en estudio con un 63.33% de sobrevivencia, seguido del T2 con
33.33% de viabilidad. En esta semana de evaluacién se observa también que existié mayor
pérdida de yemas por fenolizacion con porcentajes de hasta 13.33% en los tratamientos T1,
T2y T3.

Tabla 6. Porcentajes promedio de contaminacion y sobrevivencia de plantulas de bambd, luego de la

cuarta semana de su establecimiento in vitro

Porcentajes de tubos contaminados

. N° (%) % %
Tratamiento o . .
tubos ] hongo + fenolizacion ~ sobrevivencia
hongo bacteria )
bacteria

BLANCO 10 33.33 20 43.33 3.33 0
T1 10 10 13.3 43.33 13.33 20
T2 10 13.33 16.67 26.67 13.33 30
T3 10 3.33 10 16.67 13.33 56.7

Finalmente, completadas las cuatro semanas de evaluacion, se determind que el T3 es el
tratamiento con porcentajes mayores de sobrevivencia sobre los demas tratamientos en estudio
con un valor de 56.7% de viabilidad de yemas, que han logrado establecerse en condiciones in
vitro y posteriormente seran multiplicadas para el aumento masivo del bambd. Sin embargo, se
observa que la mayor pérdida de material vegetal esta dada por contaminacion cruzada de
hongos y bacterias alcanzando valores de hasta 43.33% en el blanco y T1, por lo que se deduce
que los agentes de desinfeccidon usados en el proceso no son de alto espectro y no llegan a

eliminar a los agentes contaminantes del material vegetal.

Asi también, se ha disefiado una grafica de barras que nos permitira tener mejor visualizacién

del avance de contaminacion por tratamiento y evidenciara lo descrito en las tablas anteriores.
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Figura 5. Desarrollo y crecimiento de las plantulas de bambu durante el primer mes de su establecimiento in vitro, asi como el avance de la contaminacion por

hongo y bacteria respecto al porcentaje de sobrevivencia para los tratamientos blanco, T1, T2y T3.



V.

DISCUSION

Segun el procedimiento descrito por 1ICA, 2005; en un trabajo realizado con Musgo
sphagnum donde estudid las temperaturas éptimas de crecimiento in vitro, menciona
que es preciso mantener ambientes de cultivo por arriba de los 23°C a fin de estimular
el desarrollo de las plantulas, por esta razon el ambiente donde se mantuvieron las
yemas de bambd, se registraron rangos de temperatura 20°C a 30°C. De igual manera,
Oblitas, 2019, menciona que la humedad relativa debe mantenerse entre 70 y 90%; en
esta investigacion, se mantuvo en 88%. De acuerdo con la literatura el bambu le
favorece los suelos arcillosos y con drenaje; por ello, se ubican en lechos himedos
y suelos arenosos; asi reporta 1ICA,2005; el cual, en conjunto con Oblitas, 2019,
coinciden en mantener humedad relativa altas; para simular los suelos arcillosos,

buscando efectividad en el desarrollo de la planta.

El ambiente de cultivo de Guadua angustifolia kunth, segun Castafio y Moreno, 2004,
es optimo a altitudes entre 600 m.s.n.m y 2000 m.s.n.m. Ademas, Gonzales, 2005,
confirma la existencia de pequefias areas plantadas en Tumbes, Piura, Sur de Lima,
entre otras partes de Per(. Por ello, para Mercedes, 2006, el bambu tiene rapido
desarrollo incluyendo los rizomas donde son almacenados los nutrientes; el cual, nos
permitié la propagacion al separar una de sus ramificaciones. Por consiguiente, en la
primera semana se observa que, la sobrevivencia es mayor en el tratamiento 3 con un
porcentaje promedio de 73 %; asimismo, presenta menor porcentaje de contaminacion
de hongo y bacteria, obteniendo 0 % para ambos contaminantes (Tabla3). Esto se debe

a sus tallos que poseen lignina haciéndolos fuertes.

En cuanto a la fenolizacion, el porcentaje varia porque no se utilizaron antioxidantes;
ademas, en la desinfeccion fueron distintos tiempos para cada tratamiento. Corrales,
2017, explica que depende en qué mes fue realizado; por ejemplo, él realiz6 un
tratamiento por mes, en establecimiento in vitro de Guadua angustifolia kunth por 6
meses, obteniendo mejores resultados en los meses de Junio y Septiembre. De igual
manera, Mudoi et al., 2014, evaluaron el establecimiento in vitro de yemas axilares
de bambd en base a las estaciones del afio, obteniendo mejores brotaciones en otofio
(septiembre — diciembre) y mayor contaminacién de microorganismos y oxidacién

fenolica fue en primavera —verano. Los autores George et al., 2008, sustentan que
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existen especies tropicales; de las cuales, poseen concentraciones altas de sustancias
fenolicas que cuando estan dafiadas se oxidan;en consecuencia, la acumulacion de
sustancias liberadas en el medio por el material vegetativo inhibe el crecimiento

Ilevando al necrosamiento de la plantula.

En la semana siguiente los cambios son mas perceptibles (Tabla 4). En el tratamiento
3, se observa aumento de contaminacion en los tubos; de igual manera en la
fenolizacion. Sin embargo, el porcentaje de sobrevivencia aun continda en el rango
< 70%. Para Lopez, 2012, el mayor inconveniente es la contaminacion por
microorganismos, puesto que genera pérdidas bioldgicas, econémicas ydificultando
el manejo. Por ello, él recomienda realizar estos tipos de trabajo de desinfeccién
superficial de las plantulas. Ademas, se observa que, afadiendo estos agentes
desinfectantes con NaClO, inhibe el crecimiento microbiano en comparacion al
control. De igual manera, para Lopez es imprescindible que algunestudio elimine en
totalidad los contaminantes microbianos. Para Mufioz, 2003, la oxidacion fendlica
puede ocasionar problemas en el establecimiento y sobrevivenciadel explante, se
observa de manera caracteristica como el ennegrecimiento del MS comenzando cerca
del material vegetativo extendiéndose por todo el medio afectandoal crecimiento y

provocando hasta la muerte.

En la tabla 5, los porcentajes no varian; puesto que, las plantulas estan en proceso de
crecimiento y absorben los nutrientes del medio. Sin embargo, el nivel de
sobrevivencia es < 70, en el tratamiento 3; debido al aumento de oxidacién en las
plantulas lo que se refleja en el porcentaje de fenolizacidn. Ante ello, Borges et al.,
2004, asevera que, se debe a la concentracion del hipoclorito de sodio; puesto que,
en su estudio empled 2% por 5 minutos con repeticion a 24 horas, es el mas apropiado
para el establecimiento in vitro. La figura 5, nos indica que el porcentaje de
contaminacion con los agentes desinfectantes es mas eficiente que solo el control,
indicando también el nivel de sobrevivencia mayor en el tratamiento 3. Segun
Galindo, 2015, para evitar la oxidacion, emple6 &cido citrico como antioxidante en
el medio MS; el cual, redujo 7% de oxidacién en el sembrado.

Datos de la tltima semana de observacion (Tabla 6); por ello, se considera que el

tratamiento 3 durante todo el proceso fue eficiente, aunque el porcentaje de
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sobrevivencia haya oscilado en >55 y <70. Sin embargo, Oblitas, 2019, realizo su fase
de desinfeccion del mismo modo que Borges et al., 2004; el cual, emplearon NaClO
2%, con la diferencia de tiempo, Oblitas realizé durante 25 minutos y logré 96%de
explantes limpios; también modificé su medio MS (4.7 g/L) y aplicé fitohormonas
para la fase de multiplicacion y enraizamiento logrando mayor brotacion y longitud.
Al igual que, realizd Becerra y Tafur, 2019, emple6 hipoclorito de sodio 2% pero el
vario los tiempos 10, 15, 20 y 25 minutos; su resultado fue similar a Oblitas, 2019,
que la fase de desinfeccion es mejor en 25 minutos; en ello, lograron 46% de explantes
limpios. Esto nos indica que para que no ocurra la mortandad por fenolizacion se debe
evitar mayor concentracién de hipoclorito de sodio; de esta manera, si se desea
obtener mayor porcentaje de sobrevivencia es conveniente que se mantenga en mas

tiempo el desinfectante hipoclorito de sodio 2%.

Sin embargo, se contradice con Castillo et al., 2005; puesto que, ellos utilizaron
detergente alcalino que incluia Benomyl y Agrimycin junto con hipoclorito de sodio
1.5%; con el cual, se logr6 disminuir la contaminacion externa en los explantes.
Ademas, afiadio agente biocida 2mL/L y fitohormonas para la brotacion. Es decir, que
afiadiendo mas agentes desinfectantes el establecimiento del cultivo in vitro es mejor.
Por ejemplo, el trabajo de Muralanda et al.,2005, evaluaron en la etapa de
desinfeccion, el bicloruro de mercurio (HgCly) y el hipoclorito de sodio (NaClO) con
diversos tiempos de aplicacion; lo cual, les permitié realizar la micropropagacion de

Guadua angustifolia kunth.

Asimismo, para Sanchez et al., 2005, aseveran que el proposito de los agentes
desinfectantes es la inhibicion del crecimiento fungobacteriano, sin modificar la pared
celular del tejido vegetal. El desinfectante altera las funciones de los microorganismos
presentes en el medio. Al igual que, se tiene en cuenta el tiempo adecuado para

eliminar una determinada poblacion bacteriana.
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VI.

CONCLUSIONES

La aplicacion de NaClO 5% (Tratamiento control /Blanco) por 10 minutos en yemas
de Bamb, es considerado el tratamiento menos viable, por presentar porcentajes de

sobrevivencia de 0% y valores de contaminacién microbiana de hasta 43.33%.

El tratamiento 1 (NaClO 5% + cloranfenicol 0.05 g/L), presentd porcentajes de yemas
sobrevivientes de 20% y contaminacion microbiana de 43.33%, por ende, no es un
tratamiento idoneo para la desinfeccion de yemas bambd, por la alta pérdida de

material vegetal.

El tratamiento 2 (NaClO 5% + benzomil 500 0.1 g/L) alcanzé el 30% de yemas
sobrevivientes y que la pérdida de material vegetal esta relacionado a altos porcentajes
contaminacion microbiana con 26.67% vy fenolizaciones de hasta 13.33%,

convirtiéndolo en un tratamiento poco eficaz y no recomendable.

El uso combinado de NaCIlO 5%, Cloranfenicol 0.05 g/L y Benzomil 500 0.1 g/L (T3)
en la desinfeccion de yemas de bambul, Guadua angustifolia kunth, proporciond
mayores tasas de sobrevivencia con porcentajes de 56.7% de yemas viables y bajas
tasas de contaminacion microbiana con valores de 16.67%, respecto a todos los

tratamientos en estudio, considerandose el mas eficiente.
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VII.

RECOMENDACIONES

Tener en cuenta para trabajos posteriores, la influencia de los
fungobactericidas usados en el presente trabajo de investigacion sobre el
desarrollo de las plantas en condiciones ex vitro; con la finalidad de evidenciar

que no existe una pérdida de la totipotencia de las plantulas.

Realizar identificacion microscopica y bioguimica de los microorganismos
patdgenos que invaden a Guadua angustifolia kunth, en la etapa de
propagacioén in vitro, para mejorar el uso de agentes desinfectantes en el

proceso y obtener mayores tasas de sobrevivencia.

Realizar estudios respecto al tiempo de contacto de desinfectante y material
vegetal con la finalidad de disminuir los porcentajes de fenolizacién de los

brotes y explantes en condiciones in vitro.

Usar antioxidantes en la etapa de establecimiento in vitro de bambu, para

evitar la fenolizacion de los explantes.
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IX.  ANEXOS

ANEXO I: Formulacion de medio Musharige & Skoog,

Tabla 7. Obtenido de PROBIOTEK, medio listo para activacion. Segun ficha técnica se describe los
siguientes compuestos

COMPUESTOS CONCENTRACION
Macronutrientes
Nitrato de amonio 1.650 mg/L
Nitrato de potasio 1.900 mg/L
Sulfato de magnesio heptahidratado 370 mg/L
Cloruro de calcio dihidratado 440 mg/L
Fosfato monopotasico 170 mg/L
Micronutrientes
Yoduro de potasio 0.83 mg/L
Acido borico 6.2 mg/L
Sulfato de manganeso tetrahidratado 22.3 mg/L
Sulfato de zinc tetrahidratado 8.6 mg/L
Molibdato de sodio dihidratado 0.25 mg/L
Sulfato de cobre hexahidratado 0.025 mg/L
Cloruro de cobalto hexahidratado 0.025 mg/L
Etilendiamina tertraacético disodico 37.2 mg/L
Sulfato ferroso heptahidratado 27.8 mg/L
Vitaminas
Inositol 100 mg/L
Niacina 0.5 mg/L
Piridoxina HCI 0.5 mg/L
Tiamina HCI 0.1 mg/L
Glicina 2 mg/L
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ANEXO I1: Datos generales obtenidos del ensayo realizado a nivel laboratorio.

Tabla 8. Contaminacion y sobrevivencia de plantulas de bambu, durante la primera semana de
establecimiento.

CONTAMINACION
TRATAMIENTO tul\kljoos FENOLIZACION | SOBREVIVENCIA
hongo | bacteria hongo_+
bacteria
BLANCO 10 4 2 3 1 0
BLANCO 10 4 4 1 0 1
BLANCO 10 4 3 2 0 1
T1 10 2 3 0 2 3
T1 10 1 3 3 0 3
T1 10 0 3 2 1 4
T2 10 1 2 1 2 4
T2 10 1 2 2 0 5
T2 10 2 3 0 1 4
T3 10 1 1 0 0 8
T3 10 2 1 0 1 6
T3 10 2 0 0 0 8

Tabla 9. Numero de plantas sobrevivientes y contaminadas de bambu, durante la segunda semana
de establecimiento

CONTAMINACION
TRATAMIENTO tul\kl)ZJS hongo | bacteria Eong0_+ FENOLIZACION | SOBREVIVENCIA
acteria
BLANCO 10 3 2 4 1 0
BLANCO 10 3 &) 2 0 0
BLANCO 10 4 1 4 0 1
T1 10 3 2 1 2 2
T1 10 1 2 4 0 3
T1 10 1 3 2 1 3
T2 10 1 1 2 2 4
T2 10 1 2 2 1 4
T2 10 2 3 1 1 3
T3 10 1 1 0 1 7
T3 10 1 1 1 1 6
T3 10 1 0 1 0 8
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Tabla 10. Contaminacion y sobrevivencia de plantulas de bambu, durante la tercera semana
de establecimiento

CONTAMINACION
TRATAMIENTO t N . hongo + FENOLIZACION | SOBREVIVENCIA
ubos | hongo | bacteria .
bacteria
BLANCO 10 3 1 5 1 0
BLANCO 10 3 3 4 0 0
BLANCO 10 4 2 4 0 0
T1 10 3 2 2 2 1
T1 10 1 2 4 1 2
T1 10 1 2 3 1 3
T2 10 1 2 2 2 3
T2 10 1 1 3 1 4
T2 10 2 3 1 1 3
T3 10 0 1 1 1 7
T3 10 1 1 1 2 5
T3 10 1 0 1 1 7

Tabla 11. Contaminacion y sobrevivencia de plantulas de bambd, durante la cuarta semana de
establecimiento

CONTAMINACION
TRATAMIENTO tu[\tl)j)s . hongo + FENOLIZACION | SOBREVIVENCIA
hongo | bacteria bacteria
BLANCO 10 3 1 5 1 0
BLANCO 10 3 3 4 0 0
BLANCO 10 4 2 4 0 0
T1 10 1 2 4 2 1
Tl 10 1 1 5 1 2
T1 10 1 1 4 1 3
T2 10 1 1 3 2 3
T2 10 1 2 3 1 3
T2 10 2 2 2 1 3
T3 10 0 2 1 1 6
T3 10 1 0 2 2 5
T3 10 0 1 2 1 6




ANEXO I11: Estadistico de los datos obtenidos em laboratorio mediante el uso de
software STATGRAPHICS

Tabla 12. ANOVA para datos de contaminacién por hongos, durante el establecimiento in vitro de bambd.

Fuente Suma de Gl | Cuadrado Medio| Razo6n-F Valor-P
Cuadrados
Entre grupos 1640.63 3 546.876 37.47 0.0000
Intra grupos 175.15 12 14.5958
Total (Corr.) 1815.78 15

La tabla ANOVA descompone la varianza de HONGO en dos componentes: un

componente entre grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este

caso esigual a 37.4679, es el cociente entre el estimado entre grupos y el estimado dentro-

de grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05, existe una diferencia

estadisticamente significativa entre la media de HONGO entre un nivel de
TRATAMIENTO y otro, con un nivel del 95.0% de confianza.

Tabla 13. Pruebas de Rangos multiples realizada para la contaminacion por hongos, durante el

establecimiento in vitro de bambu. Se muestran los datos de acuerdo a cada tratamiento en estudio.

TRATAMIENTO | Casos| Media Grupos
Homogéneos
T3 4 9.1675 X
T2 4 13.33 X
Tl 4 13.335 X
BLANCO 4 134.9975 X
Contraste Sig. | Diferencia| +/- Limites
BLANCO-T1 | * 21.6625 5.886
BLANCO -T2 | * 21.6675 5.886
BLANCO-T3 | * 25.83 5.886
T1-T2 0.005 5.886
T1-T3 4.1675 5.886
T2-T3 4.1625 5.886
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Tabla 14. ANOVA para datos de contaminacion por bacteria, durante el establecimiento in vitro de bambu.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 660.889 3 220.296 10.57 0.0011
Intra grupos 250.0 12 20.8333
Total (Corr.) 910.889 15

La tabla ANOVA descompone la varianza de BACTERIA en dos componentes: un

componente entre grupos y un componente dentro-de-grupos. La razén-F, que en este

caso es igual a 10.5742, es el cociente entre el estimado entre grupos y el estimado dentro

de grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05, existe una diferencia

estadisticamente significativa entre la media de BACTERIA entre un nivel de
TRATAMIENTO vy otro, con un nivel del 95.0% de confianza.

Tabla 15. Pruebas de Rangos multiples realizada para la contaminacion por bacteria, durante el

establecimiento in vitro de bambu. Se muestran los datos de acuerdo a cada tratamiento en estudio.

TRATAMIENTO Casos Media Grupos Homogéneos

T3 4 7.5025 X

T2 4 20.0 X

Tl 4 21.665 X

BLANCO 4 24.1675 X
Contraste Sig. | Diferencia |+/- Limites
BLANCO - T1 2.5025 7.0321
BLANCO - T2 4.1675 7.0321
BLANCO - T3 * 16.665 7.0321
T1-T2 1.665 7.0321
T1-T3 14.1625 7.0321
T2-T3 12.4975 7.0321
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Tabla 16. Tabla ANOVA para datos de contaminacion por hongo y bacteria, durante el establecimiento

in vitro de bambd.

Fuente Suma de|GIl |Cuadrado Medio |Razén-F [Valor-P
Cuadrados

Entre grupos |1632.8 3 |544.267 6.25 0.0084

Intra grupos | 1044.29 12 |87.0241

Total (Corr.) |[2677.09 15

Latabla ANOVA descompone la varianza de HONGO- BACTERIA en dos componentes:

un componente entre grupos y un componente dentro de grupos. La razén-F, que en este

caso es igual a 6.25421, es el cociente entre el estimado entre grupos y el estimado dentro

de grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05, existe una diferencia

estadisticamente significativa entre la media de HONGO- BACTERIA entre un nivel de
TRATAMIENTO vy otro, con un nivel del 95.0% de confianza.

Tabla 17. Pruebas de Rangos multiples realizada para la contaminacién por hongo y bacteria,

durante elestablecimiento in vitro de bambu. Se muestran los datos de acuerdo con cada

tratamiento en estudio.

TRATAMIENTO [ Caso | Media | Grupos
S Homogéneos

T3 4 8.335 [X

T2 4 18.335 | XX

Tl 4 28.332 | XX

5
BLANCO 4 24.997 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites

BLANCO -T1 6.665 14.3723
BLANCO -T2 * 16.6625 14.3723
BLANCO - T3 * 26.6625 14.3723
T1-T2 9.9975 14.3723
T1-T3 * 19.9975 14.3723
T2-T3 10.0 14.3723
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Tabla 18. ANOVA para datos de contaminacidn por fenolizacion, durante el establecimiento in vitro

de bambu.
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 205.611 3 68.537 8.71 0.0024
Intra grupos 94.3723 12 7.86436
Total (Corr.) 299.983 15

La tabla ANOVA descompone la varianza de FENOLIZACION en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso
es igual a 8.7149, es el cociente entre el estimado entre grupos y el estimado dentro-de-
grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media de FENOLIZACION entre un nivel de

TRATAMIENTO vy otro, con un nivel del 95.0% de confianza.

Tabla 19. Pruebas de Rangos multiples realizada para la contaminacion por fenolizacion, durante el

establecimiento in vitro de bambU. Se muestran los datos de acuerdo con cada tratamiento en estudio.

TRATAMIENTO| Caso |Media | Grupos
S Homogéneos

BLANCO 4 333 [X

T3 4 9.165 | X

Tl 4 11.665 | X

T2 4 12.497 | X

5

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
BLANCO -T1 * -8.335 4.32053
BLANCO -T2 * -9.1675 4.32053
BLANCO - T3 * -5.835 4.32053
T1-T2 -0.8325 4.32053
T1-T3 2.5 4.32053
T2-T3 3.3325 4.32053
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Tabla 20. Evaluacion ANOVA de las plantulas que sobrevivieron durante el proceso de establecimiento in

vitro de bambl

Fuente Suma de| Gl |Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio

Entre 8312.95 3 12770.98 80.37 0.0000

grupos

Intra 413.745 12 |34.4787

grupos

Total 8726.69 15

(Corr.)

La tabla ANOVA descompone la varianza de SOBREVIVENCIA en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso es igual
a80.3679, es el cociente entre el estimado entre grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que
el valor-P de la prueba-F es menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa
entre la media de SOBREVIVENCIA entre un nivel de TRATAMIENTO y otro, conun nivel del

95.0% de confianza.

Tabla 21. Pruebas de Rangos multiples realizada para sobrevivencia, durante el establecimiento in vitro de

bambi. Semuestran los datos de acuerdo con cada tratamiento en estudio.

TRATAMIENTO |[Caso |Media | Grupos
S Homogéneos
BLANCO 4 2.5 X
T1 4 25.0 X
T2 4 35.832 | X
5
T3 4 65.832 | X
5
Contraste Sig. [Diferencia |+/- Limites
BLANCO -T1 * -22.5 9.04652

BLANCO -T2 * -33.3325 9.04652
BLANCO - T3 * -63.3325 9.04652

T1-T2 * -10.8325 9.04652
T1-T3 * -40.8325 9.04652
T2-T3 * -30.0 9.04652
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