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RESUMEN

El establecimiento del cultivo in vitro de segmentos nodales de Guadua
angustifolia presenta como principal inconveniente la contaminacion por
microorganismos, causando pérdidas biolégicas y econ6micas. Este trabajo fue
desarrollado en el Centro Nacional para el Estudio del Bambu-Guadua, en
Cordoba, Quindio y financiado por La Corporacion Autonoma Regional del Quindio
(C.R.Q). Se evaluaron seis tratamientos para la desinfeccion de los explantes de
guadua con hipoclorito de sodio (NaClO) en concentraciones del 2% y 3%, cada
uno en tiempos de aplicacion de 5, 10 y 15 minutos, posteriormente los explantes
fueron sembrados en el medio de cultivo Murashige y Skoog, suplementado con 6-
BAP a razon de 3mg/L. También se valoro el porcentaje de brotacion. EI mejor
resultado de desinfeccion y de brotacion se obtuvo con el NaClO al 2% durante 15

minutos.

Palabras clave: Guadua angustifolia, explante, cultivo in vitro, hipoclorito de sodio,

desinfeccion, brotacion.



ABSTRACT

The establishment of in vitro nodal segments of Guadua angustifolia has the main
disadvantage of contamination by microorganisms, causing biological and
economic losses. This work was done at the National Center for the Study of
Bamboo-Guadua, located in Cdérdoba, Quindio and funded by the Autonomous
Regional Corporation of Quindio (CRQ). For the disinfection of explants of guadua,
six treatments with sodium hypoclorite (NaClO) at a concentration of 2% and 3%
with application times of 5, 10 and 15 minutes were evaluated. Subsequently, the
explants were planted in Murashige and Skoog media, supplemented with 3 mg/L
of 6-BAP. The percentage of sprouting was also studied. The best result of

disinfection and germination rate was obtained with 2% NaOCI for 15 minutes.

Keywords: Guadua angustifolia, explant, in vitro culture, sodium hypochlorite

disinfection, sprouting.
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1. INTRODUCCION

La guadua es una especie forestal que puede brindar multiples beneficios ambientales,
econdmicos, sociales y culturales; es usada en la construccién y en la elaboracion de
artesanias. En ecosistemas forestales, la guadua hace grandes aportes de biomasa,
contribuye a enriquecer y mejorar la textura y estructura del suelo, proporciona un mayor
anclaje evitando la erosion, y ayuda a la regulacion de los caudales (Giraldo y Sabogal,
2007).

La técnica de cultivo de tejidos vegetales consiste en aislar un explante y proporcionarle
artificialmente condiciones fisicas y quimicas; para que las células expresen su potencial
intrinseco; es necesaria la adicion de hormonas y la adopcion de procedimientos de
asepsia para mantener los cultivos libres de contaminacion microbiana (Roca y Mroginski,
1991).

Se utiliza la micropropagacion como la principal biotécnica aplicada a varias especies de
bambu. Sin embargo la Guadua angustifolia ain no cuenta con protocolos eficientes de
micropropagacion (Cruz et al., 2007), debido a que presenta como principal inconveniente
la contaminacion por bacterias, causando pérdidas biologicas y econdémicas (Leifert et al.,
1991), tanto en la micropropagacion comercial, como en los trabajos de investigacion
(Fonturbel, 2001). En la fase de establecimiento de especies lefiosas, el explante inicial
constituye la principal fuente de contaminacion, debido a las caracteristicas anatomicas

propias de las especies (Cruz, 2007)

Es por estas razones que se plantea el uso del hipoclorito de sodio en diferentes
concentraciones y variados tiempos de exposicion para la desinfeccion de los segmentos
nodales de Guadua angustifolia y asi determinar las condiciones para el establecimiento in

vitro de esta especie.



2. MARCO TEORICO

s ‘_.’ 3 4"}};5. £
Figura 1. Rodal de G. angustifolia
Fuente: Ramirez (2009).

2.1. Aspectos Histéricos del Cultivo in vitro

En 1838, Schleiden & Schwan fueron los primeros en postular que cada célula
viva de un organismo multicelular podria estar en capacidad de desarrollarse, si se
le proporcionan las condiciones apropiadas, es decir, células individuales de un

organismo totipotentes (Montoya, 1991).

La teoria de Sachs & Knops (1860) dice que los principales nutrientes inorganicos
de la planta y la consiguiente preparacion de soluciones nutritivas se considera un

gran aporte a las técnicas de cultivo in vitro (Montoya, 1991).

A pesar de que los primeros intentos de cultivo in vitro fueron realizados en células
animales, se ha considerado que Haberlandt (1902) fue el pionero de la aplicacion
de la técnica en plantas, a pesar de no haber cultivado exitosamente células
vegetales aisladas (Roca y Mroginski, 1993).



2.2. Ventajas del Cultivo de Tejidos Vegetales

La micropropagacion vegetal constituye dentro de las biotecnologias, la técnica
gue mayor aporte practico ha brindado. Sus aplicaciones van desde los estudios
tedricos de fisiologia y bioguimica vegetal, hasta la obtencion de plantas libres de
patdgenos, la propagacion masiva, la conservacion de germoplasma, la
produccién de metabolitos secundarios, el mejoramiento genético mediante la
induccion de mutaciones y la seleccion in vitro (Pérez, 1998) y la ingenieria

genética (Herrera, 1998).

Cultivo de tejidos vegetales es una herramienta biotecnologica que involucra
diferentes técnicas de cultivo de plantas, protoplastos, células, tejidos y 6rganos
vegetales; mediante la cual es posible obtener plantas libres de microorganismos,
en un medio de -cultivo nutritivo y aséptico, en condiciones ambientales

controladas. (Rey et al., 2009)

La reproduccién asexual de plantas por cultivo de tejidos es posible gracias a que
cada célula, posee la capacidad de originar el desarrollo y crecimiento de un
nuevo individuo, sin que medie ningun tipo de fusion de células sexuales o
gametos. Durante la reproduccion asexual las células se dividen mitéticamente de
manera sucesiva generando las etapas de crecimiento y desarrollo. La division
celular mitética implica una replicacion de los cromosomas de las células hijas, por
lo que las mismas poseen un genotipo idéntico al de la célula madre. (Rey et al.,

2009); asi las células vegetales pueden dividirse dando dos tipos de respuesta:

1. Una desdiferenciacion celular acompafiada de crecimiento tumoral, que da
lugar a una masa de células denominada callo, la cual si se crean las
condiciones adecuadas es capaz de generar 6rganos o embriones

somaticos.



2. Una respuesta morfogenética por la cual se forman directamente érganos

(organogénesis) o embriones (embriones somaticos).

La primera respuesta se conoce como organogénesis o embriogénesis indirecta
(mediada por un estado de callo), mientras que la segunda respuesta se considera
organogénesis o embriogénesis directa. (Rey et al., 2009).

2.3. Fases del cultivo in vitro

La formulacién del medio cambia segun se quiera obtener un tejido como callo,
yemas y raices, u obtener embriones somaticos para producir semillas artificiales.
(Rey et al., 2009)

Murashige (1974), propone que es de manera Uutil destacar la secuencia de
eventos asociados con la multiplicacion de los vegetales, mediante la técnica de

cultivo aséptico, tal como se describe a continuacion:
Etapa I. Es la etapa de establecimiento o iniciacion, donde se establece el cultivo
inicial o primario.

Etapa Il. Es la fase de multiplicacion de brotes.

Etapa Ill. Fase donde se da el enraizamiento o etapa de pretrasplante; su objetivo
permite obtener una planta autétrofa, que presente caracteristicas de

sobrevivencia cuando se trasplante al suelo.

Por otra parte Roca y Mroginski (1991), en concordancia con la sugerencia de
Krikorian (1982) quien considera otras dos etapas adicionales, propone completar

el procedimiento, asi:

Incluir la etapa O o etapa inicial, donde se realiza la seleccion de la planta madre



de buenas condiciones fisicas y de sanidad.
Adicionar la Etapa IV, o fase de endurecimiento; en la cual se presenta la
transferencia final a la etapa del medio ambiente.

2.4. Aspectos generales de las condiciones de la siembra en cultivo de

tejidos vegetales

2.4.1 Medios de cultivo parala micropropagacion

Un medio de cultivo puede ser definido como una formulacion de sales inorganicas
y compuestos organicos requeridos para la nutricibn y manipulacion de los
cultivos. Roca y Mroginski (1991) y Murashige (1974), recomiendan que un medio
de cultivo ideal deberd contener macrosales, microsales, acompafiadas de
carbono, vitaminas, agente gelificante y sustancias reguladoras de crecimiento.
Segun los resultados encontrados por estos autores, es importante revisar los

siguientes aspectos:

Para el caso del carbono es importante considerar que muy pocos cultivos in vitro
son autotrofos, y por lo tanto es necesario agregar: sacarosa, glucosa o fructosa.
La incorporacion de mioinositol al medio generalmente da como resultado un

mejor crecimiento de los callos y suspensiones celulares. (Roca y Mroginski, 1991)

Con relacion a las vitaminas, si bien los medios de cultivo contienen varias de
éstas, es probable que en forma general solo sea esencial la incorporacion de la

tiamina. (Roca y Mroginski, 1991)

En cuanto al agente gelificante: en los medios semisélidos se adiciona agar. Se
debe considerar la pureza para no alterar las respuestas in vitro de los cultivos.
(Roca y Mroginski, 1991)



Por otra parte, se hace necesario agregar al medio de cultivo hormonas
reguladoras del crecimiento como las auxinas o las citoquininas. Las auxinas que
mas se utilizan en el establecimiento de los cultivos son: 2,4-D, ANA, AIA y AIB;
en el caso de las citoquininas comunmente se emplean KIN, BAP, y ZEA. (Roca y
Mroginski, 1991)

Con relacion a otros componentes, el empleo de sustancias antioxidantes, puede
ser de utilidad para el cultivo de explantes con alto contenido de polifenoles, cuya
oxidacién produce oscurecimiento y eventual muerte de los explantes. En estos
casos es util usar soluciones antioxidantes durante la preparacion del explante,
como también incubar los cultivos a baja intensidad de luz o en la oscuridad.
(Roca y Mroginski, 1991)

En cuanto a su contenido en sales, los medios se especifican segun la
concentracion de los macronutrientes y los micronutrientes en su composicion. El
medio de cultivo propuesto por Murashige (1962), se caracteriza por altos
contenidos de sales y el medio de White (1943), se considera bajo en sales. (Roca
y Mroginski, 1991)

2.4.2 Desinfectantes empleados en la micropropagacion de tejidos
vegetales

La finalidad de los desinfectantes es destruir o inhibir el crecimiento de
microorganismos patdgenos, sin alterar la estructura celular de los tejidos vivos. El
desinfectante interactia con la membrana celular del microorganismo, seguida de
la penetracidén dentro de la célula y luego su accién sobre un blanco, alterando las

funciones normales del microorganismo. (Sanchez et al., 2005)

En general el mecanismo de accion de los desinfectantes depende de tres
mecanismos basicos: 1. Capacidad de coagular y precipitar proteinas, 2. Alterar

las caracteristicas de permeabilidad celular, 3. Toxicidad o envenenamiento de los



sistemas enzimaticos de las bacterias. Estos pueden producir la muerte o
inhibicién celular de las bacterias por oxidacion, hidrélisis o inactivacion de
enzimas, con pérdida de los constituyentes celulares. (Sanchez et al., 2005)

Existe una estrecha correlacion entre la concentracién del agente desinfectante y
el tiempo necesario para matar una determinada fraccion de la poblacién
bacteriana. Si se modifica la concentracion se provocan cambios en el tiempo para
lograr un mismo efecto. Refiriéndose al tiempo, no todas las bacterias mueren
simultaneamente, ni siquiera cuando se aplica un exceso del agente. (Sanchez et
al., 2005)

Los agentes desinfectantes mas empleados en la micropropagacion vegetal,
teniendo en cuenta su bajo costo, facil adquisicion y menor efecto fitotoxico sobre

los tejidos son el hipoclorito de sodio y el alcohol al 70%.

2.4.2.1 Hipoclorito de sodio

El cloro es un potente agente germicida con amplio espectro de actividad, frente a
bacterias, esporas, hongos, virus y protozoos. Presenta efectos bactericidas
rapidos, es un agente oxidante que inactiva proteinas enzimaticas. (Sanchez et al.,
2005)

El hipoclorito tiene como mecanismo de accion sobre los microorganismos la
inhibicion de las reacciones enzimaticas y desnaturalizacién de las proteinas.
(Sanchez et al.,, 2005). Este compuesto actia como un solvente de materia
organica, especialmente de acidos grasos, a quienes transforma en sales de
acidos grasos (jabones) y glicerol, reduciendo la tensién superficial de la solucion
remanente. Ademas, el hipoclorito de sodio neutraliza los aminoacidos, formando

agua y sales. Con la disminucién de iones hidroxilo (OH), mediante la formacion



de agua, se reduce el pH, estimulando la presencia de acido hipocloroso que en
contacto con componentes organicos actia como solvente, libera cloro que se
combina con el grupo amino de las proteinas, formando cloroaminas. El &cido
hipocloroso y los iones hipoclorito (OCI™) llevan a la degradacion e hidrélisis de los

aminoécidos. (Minambiente, 2013)

2.4.2.2 Alcoholes

Son compuestos organicos del agua, conocidos desde la antigiiedad y usados
como antisépticos de limpieza y desinfeccion. Ademas de la actividad
antimicrobiana, son un buen solvente de otros productos, entre ellos muchos

antisépticos y desinfectantes, potenciando su actividad. (Sanchez et al., 2005)

Los alcoholes poseen una rapida accion y amplio espectro de actividad, actuando
sobre bacterias gramnegativas y grampositivas, incluyendo micobacterias, hongos
y virus, pero no son esporicidas. (Sanchez et al., 2005). El mecanismo de accion
consiste en destruir la membrana celular y desnaturalizar las proteinas. Su eficacia
Su eficacia esta basada en la presencia de agua, esto se debe a que estos
compuestos acuosos penetran mejor en las células y bacterias permitiendo asi el
dafio a la membrana y rapida desnaturalizacion de las proteinas con la

consiguiente interferencia en el metabolismo y lisis celular. (Sanchez et al., 2005)

Los alcoholes habitualmente usados son el alcohol etilico o etanol y el alcohol
isopropilico. Las concentraciones varian entre el 70% y el 96% para el primero, y
entre el 70% y el 100% para el segundo. Aunque sus aplicaciones son idénticas se

suele usar habitualmente el etanol por ser menos irritante. (Sanchez et al., 2005)



2.5 Limitantes del cultivo in vitro de Guadua angustifolia

2.5.1 Aspecto fitosanitario o sanidad del cultivo in vitro

En Guadua angustifolia Kunth se presentan dos problemas principales en la fase
de establecimiento: la necrosis de los explantes, debido a la oxidacion del material
vegetal y la presencia de microorganismos contaminantes tanto hongos como
bacterias (Cruz et al., 2007). Se han identificado los géneros bacterianos que
causan los mayores reportes de contaminacion en los segmentos nodales de
Guadua angustifolia en el establecimiento del cultivo in vitro, el género
Pseudomonas es causante del 26.8% de la contaminacion en los segmentos
nodales basales y el 26.6% de la contaminacion en los segmentos nodales medios
es debido a una asociacion entre los géneros Pseudomonas y Erwinia. (Ramirez
et al., 2009). De igual forma fue identificado el género Bacillus como contaminante
de alta frecuencia de aparicion en el establecimiento in vitro de Guadua
angustifolia y se encontré que la bacteria muestra sensibilidad al sulfato de
gentamicina en una minima concentracion inhibitoria (MCI) de 1ug/ ml. (Cruz et al.,
2007)

2.6 Aspectos generales del cultivo in vitro de Guadua angustifolia

2.6.1 Medio de cultivo

Para el establecimiento in vitro de Guadua angustifolia el medio de cultivo
empleado es el Murashige y Skoog (MS), rico en macronutrientes como Magnesio,
nitrégeno, fésforo, potasio y micronutrientes como el manganeso, cobalto y zinc. El

medio de cultivo es suplementado con Bencil amino purina (BAP), como regulador



de crecimiento del segmento nodal de guadua y con sacarosa como fuente de
carbono. Las vitaminas que se adicionan son la tiamina y acido nicotinico, como
agente antioxidante. (Tabla 2)

2.7.2 Desinfeccioén

Se han estudiado diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio y variados
tiempos de exposicion con fines de desinfeccion de los explantes de Guadua
angustifolia. Sin embargo, aln no se ha logrado obtener un protocolo unificado
para esta especie, debido a que la desinfeccién de los explantes es mas compleja
para especies lefiosas, y es extremadamente dependiente del origen, es decir, de
las plantas madre, ya que estas se encuentran en diversos ambientes, donde
influyen factores bioclimaticos, el pH del suelo y las condiciones fitosanitarias en
las que se cultivan estas plantas. Tales circunstancias alteran las condiciones
endogenas del explante, y hacen que cada planta sea Unica y por lo tanto, sea
necesario formular un protocolo de desinfeccién para el establecimiento en el
cultivo in vitro.

Figura 2. Cultivo in vitro de G. angustifolia

Fuente: Ramirez (2009).



Son pocos los investigadores del cultivo in vitro de Guadua angustifolia (Figura 2),
gue reportan diferentes tratamientos de desinfeccion para los segmentos nodales
de Guadua, como la utilizacion de métodos de desinfeccion con hipoclorito de
sodio al 2% por 5, 10 y 15 minutos, y como complemento se ha realizado la
repeticiobn de estos mismos tratamientos a las 24 horas, como ha sido reportado
por Borges et al., 2004, demostrando que la doble desinfeccion con una
concentracion del 2% de NaOCI durante 5 minutos, es la mas adecuada para el
establecimiento in vitro de explantes primarios, con diferencias altamente

significativas en cuanto a los demas tratamientos realizados.

Por otra partes en esta especie, usando otros desinfectantes, se ha empleado el
bicloruro de mercurio como agente desinfectante al 0.3% durante 5y 10 minutos y
el hipoclorito de sodio al 2% durante 10, 15 y 20 minutos en la desinfeccién de las
yemas nodales (Larraga. 2011) obteniendo el mejor resultado con bicloruro de

mercurio al 0.3% durante 10 minutos. (Marulanda et al., 2005).

Alternamente se ha realizado la desinfeccion de yemas axilares con una
combinacion de fungicidas y bactericidas y posterior sumergimiento de los
explantes en hipoclorito de sodio al 1.5% durante 10 minutos (Jiménez et al.,
2006). Igualmente se ha realizado la desinfeccion de los segmentos nodales con

hipoclorito de sodio al 1% durante 5 minutos. (Freire et al., 2011)

2.7 Otras investigaciones sobre el cultivo in vitro de bambu

A lo largo de los afios y del aumento en el interés del hombre por multiplicar

masivamente plantas como los bambles que brindan amplios beneficios
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ambientales, econémicos y culturales, se han desarrollado variadas

investigaciones en aspectos que abarcan la complejidad del cultivo in vitro.

Son pocos los autores que reportan diferentes tratamientos de desinfeccion en las
diferentes especies de bambues, como es el caso de Bambusa vulgaris, en donde
se han realizado tratamientos en las plantas madre con fungicidas y la
desinfeccion de yemas axilares con hipoclorito de sodio al 2% durante 20 min.
(Garcia et al., 2010). Para este mismo género, se han empleado las
concentraciones del 1%, 2%, y 3% durante 10, 15, y 20 min con hipoclorito de
sodio, obteniendo el mayor porcentaje de descontaminacion de los explantes con
el hipoclorito de sodio al 2% durante 20 min. (Garcia et al., 2007). Ademas se ha
realizado desinfeccion de segmentos nodales de Gynerium sagitatum hipoclorito
de sodio al 1.25% durante 20 minutos, obteniendo altos porcentajes de plantas

establecidas y menores indices de contaminacion. (Suarez et al., 2009)
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3 METODOLOGIA

3.4 Evaluacion de los tratamientos de desinfecciéon

3.1.1 Seleccion y siembra de los segmentos nodales de Guadua
angustifolia Kunth.

Esta investigacion se realizé en el Centro Nacional para el Estudio del bamba —
Guadua, en Cérdoba Quindio, en donde se desarrolla su micropropagacion.

Las plantas madre se mantuvieron bajo condiciones de invernadero (Figura 3) y
bajo excelentes condiciones fitosanitarias, a una temperatura promedio de 28°C.
Fueron regadas dos veces a la semana con agua destilada, y fumigadas con
productos bacteriostaticos y fungistaticos con el fin de disminuir la contaminacion
en el cultivo in vitro por hongos y bacterias. Asi mismo, fueron podadas con
regularidad para estimular la accion de las auxinas en la brotacién de las yemas
usadas como explantes. Los segmentos nodales fueron tomados de varas largas
sin ramificar (Figura 4), y cortados con tijeras podadoras desinfectadas con alcohol
al 70%.

Figura 3. Plantas madre de G. angustifolia en

o _ Figura 4. Segmento nodal en planta madre
condiciones de invernadero de G. angustifolia

Fuente: Ramirez (2009). Fuente: Ramirez (2009).
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3.1.2 Predesinfeccion de los explantes

Los explantes fueron sometidos a un pre lavado en 1 L de agua destilada estéril
con jabén liquido (5 ml), yodo quirtrgico (10 ml), L-Cysteina (5 mg) y Tween 20
(2 ml) por 15 minutos, con agitacion constante (Figura 5) y se lavaron tres veces

con agua destilada estéril.

Figura 5. Pre-lavado de los explantes de G. angustifolia

Fuente: Ramirez (2009).

3.1.3 Tratamientos de desinfeccidén de los explantes
Después del tratamiento de predesinfeccion de los explantes, en cabina de flujo

laminar (Figura 6), fueron desinfectados de acuerdo a los tratamientos

especificados en la Tabla 1.
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Figura 6. Segmentos nodales desinfectados listos para la siembra en cultivo in vitro.
Fuente: Ramirez (2009).

Tabla 1. Tratamientos de desinfeccion aplicados a los segmentos nodales de

Guadua angustifolia.

CANTIDAD

TTO PE DESINFECCION TIEMPO D,E DESINFECCION | CONCENTRACION TIEMPO D,E

EXPLANTES EXPOSICION EXPOSICION

(UND) MINUTOS MINUTOS
1 100 Etanol 2 NaClO 2% 5
2 100 Etanol 2 NaClO 2% 10
3 100 Etanol 2 NaClO 2% 15
4 100 Etanol 2 NaClO 3% 5
5 100 Etanol 2 NaClO 3% 10
6 100 Etanol 2 NaClO 3% 15

Fuente: Ramirez (2009)

Como se aprecia en la tabla 1, se utilizaron dos concentraciones de hipoclorito de

sodio, para obtener seis tratamientos asi: NaOCI al 2% con direferentes tiempos

de exposicién (5, 10 y 15 minutos), y NaOCI al 3% con direferentes tiempos de

exposicion (5, 10 y 15 minutos).
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3.1.4 Siembrade los explantes

La siembra de los explantes de Guadua angustifolia se realizé en el Centro
Nacional para el Estudio del Bambu-Guadua, en Cérdoba, Quindio. Se sembraron
600 explantes de Guadua angustifolia en condiciones in vitro.

Una vez los explantes fueron desinfectados se sembraron en el medio de cultivo
Murashige y Skoog (MS), suplementado con la citoquinina BAP a razén de 3.0 mg
L™ previamente esterilizado en autoclave a 120 °C y 15 libras de presion por 30

minutos.

Tabla 2. Composicién del medio MS

COMPONENTES CANTIDAD COMPONENTES CANTIDAD
(mg/L) (mg/L)
NH4NO3 1650 CuS04. 5H20 0.025
KNO3 1900 FeSO4. 7TH20 27.8
KH2PO4 170 Na2EDTA. 7H20 37.3
CaCl2. 2H20 440 CoClI2. 6H20 0.025
MgS04. 7H20 370 Glicina 2
Ki 0.83 Tiamina-HCI 0.1
H3BO3 6.2 Piridoxina-HCI 0.5
MnSO4. 4H20 22.3 Acido nicotinico 0.5
ZnS0O4. 7H20 8.6 Mioinositol 100
NaMoO4. 2H20 0.25 Sacarosa 30
pH 5.7-6.0

Fuente: Roca & Mroginski (1993)
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3.1.5 Incubaciony evaluacion de los explantes

Los explantes sembrados se llevaron a camara de crecimiento donde
permanecieron bajo condiciones de oscuridad por 20 dias a una temperatura de
28°C esto con el fin de evitar la oxidacién de los segmentos nodales. Cuando los
explantes mostraron sefiales de brotacion se mantuvieron en oscuridad por 4 dias

mas y luego fueron incubados con un fotoperiodo de 12 horas luz.

Los segmentos nodales contaminados fueron retirados de la sala de incubacién y
posteriormente esterilizados en autoclave. Los demas explantes se mantuvieron
en observacion para verificar su brotacion y asi continuar con la fase de

establecimiento.

Figura 7. Siembra de segmentos nodales de G. angustifolia en cabina de flujo laminar.

Fuente: Ramirez (2009).
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3.1.6 Anédlisis estadistico

Se aplico un analisis descriptivo de las variables analizadas en cuanto a

contaminacién, brotacion y segmentos nodales no promisorios, para las

concentraciones aplicadas de hipoclorito de sodio al 2% y 3%, en los 3 tiempos de

aplicacion de 5 minutos, 10 minutos y 15 minutos.

3.1.7 Variables Evaluadas

Las variables dependientes evaluadas en esta investigacion, se muestran en la

tabla 3:

Tabla 3. Variables evaluadas en el experimento

Variables evaluadas

Unidad de medicién

Técnica utilizada

Contaminacion

' Unidades Observacion directa

bacteriana
Brotacion Unidades Observacion directa
Plantulas no promisorias Unidades Observacion directa
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1Evaluaciéon de los tratamientos de desinfeccion

De acuerdo a los tratamientos de desinfeccion a los cuales fueron sometidos los

explantes de G. angustifolia, se obtuvieron los siguientes resultados:

4.1.1 Evaluacion de la contaminacion

80

70

60

50

40

30

20

Unidades cultivos contaminados

10

62

56

70
55
40
| l
I | | |
3 4 5 6

Tratamiento

Grafica 1. Contaminacion de los segmentos nodales de G. angustifolia por
tratamientos de desinfeccion aplicados (Fuente: Ramirez (2013))
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En la gréfica 1, observamos que el tratamiento con mejor actividad de desinfeccion
sobre los explantes fue el N° 3, con la aplicacion del NaClO al 2% durante 15
minutos, con 32 cultivos contaminados. El tratamiento que report6 mayor
contaminacion fue el N° 4 con la aplicacion del NaClO al 3% por 5 minutos. Al
calcular el promedio entre los diferentes tratamientos y tiempos de exposicién, se
encontré un indice de contaminacién alto con un promedio de 50 unidades de
cultivos contaminados para el tratamiento con NaOCI al 2% y de 55 unidades de
cultivos contaminados para el tratamiento con el NaOCI al 3%, lo que concuerda
con lo encontrado por Ramirez et al., (2009), Jiménez et al., (2006), Marulanda et
al., (2005) y Borges et al., (2004), quienes reportan una contaminacién entre el
20% y 86% en los cultivos in vitro de esta especie. Estos resultados se explican
porque el hipoclorito de sodio contribuye a la desinfeccién de los explantes ya que
su mecanismo de accion permite el dafio de la membrana celular de las bacterias,
originando la lisis del microorganismo (Sanchez et al., 2005) Mas adelante se
observara su accién de acuerdo a la concentracién del NaOCI, los tiempos de
aplicacion y el tiempo total de evaluacion en el experimento.

Sigue siendo alto el porcentaje de contaminacion de los segmentos nodales de

Guadua angustifolia, debido a la complejidad de la especie forestal lefiosa.

Figura 8. Segmentos nodales contaminados por bacterias
Fuente: Ramirez (2006).
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4.1.2 Evaluaciéon de la brotacion

Con relacién a la brotacion de los segmentos nodales, en la gréfica 2 observamos
gue el tratamiento con el mayor numero de segmentos nodales brotados fue el N°
3, con la aplicacién del NaOCI al 2% durante 15 minutos, con 15 brotaciones de
los explantes de G. angustifolia. El tratamiento que reportdé menor brotacion fue el
N° 4 con la aplicacion del NaOCI al 3% por 5 minutos.

16 - 15
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3 10 -
2 8 8
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o
% 6 - 5
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©
.EZ_ I
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0 T T T T

1 2 3 4 5 6

Tratamiento

Grafica 2. Brotacion de los segmentos nodales de G. angustifolia por tratamientos
de desinfeccion aplicados (Fuente: Ramirez (2013))

Figura 9. Segmentos nodales de Guadua angustifolia en brotacién
Fuente: Ramirez (2009)
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4.1.3 Evaluacién de segmentos nodales no promisorios

En cuanto a los resultados en el nimero de segmentos nodales no promisorios, en
la grafica 3, observamos que el tratamiento con el mayor nimero de segmentos
nodales no promisorios fue el N° 3, con la aplicacion del NaCIO al 2% durante 15
minutos. El tratamiento que reporté menor cantidad de explantes no promisorios
fue el N° 4 con NaClO al 3% por 5 minutos. No se reporta en la consulta
bibliogréafica evaluacion de los cultivos no promisorios.
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53 52
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40 37 a5
30
25
20 -
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Unidades segmentos nodales no
promisorios
[9%]
S
1

Grafica 3. Segmentos nodales no promisorios de G. angustifolia por tratamientos
de desinfeccion aplicados (Fuente: Ramirez (2013))
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En la figura 10, se observan explantes de G. angustifolia, libres de
microorganismos contaminantes, pero sin sefial de brotacion, esto es lo que se

llama segmentos nodales no promisorios.

Figura 10. Segmentos nodales de Guadua angustifolia no promisorios

Fuente: Ramirez (2009)

4.2 Andlisis del tratamiento de NaOCl| 2% con relacién al tiempo de

exposicion de los explantes

Se realizo el andlisis del comportamiento de los explantes en el tratamiento NaOCI
2% de acuerdo con el tiempo de exposicion de 5, 10 y 15 minutos, y de acuerdo a
los dias del desarrollo del experimento en cuanto a su efecto de desinfeccion,
brotacion y segmentos nodales no promisorios. A continuacion se presentan los

resultados encontrados:
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4.2.1 NaOCI 2% durante 5 minutos

Tto 1. NaOCl 2% * 5 minutos
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Grafica 4. Analisis comparativo entre el protocolo de desinfeccion y la variable
contaminacion con el tratamiento NaClO 2% x 5 minutos (Fuente: Ramirez (2013))

En la aplicacion del NaClO al 2% durante 5 minutos (Grafica 4), la mayor
contaminacion se presenta en 29 de los segmentos nodales, en el dia 4 a partir de
la siembra in vitro y disminuye proporcionalmente con el tiempo. Este resultado
concuerda con lo reportado por Ramirez et al.,, (2002), quienes obtuvieron la
mayor contaminacion entre los primeros 7 a partir de la siembra in vitro; y
concuerda con lo reportado por Borges et al., (2004) quienes obtuvieron el 20% de

contaminacioén con la aplicacion del NaClO al 2% durante 5 min.
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Tto 1. NaOCl 2% * 5 minutos
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Grafica 5. Analisis comparativo entre el protocolo de desinfeccion y la variable
brotacion con el tratamiento NaClO 2% x 5 minutos (Fuente: Ramirez (2013))

En cuanto a la variable brotacion (Grafica 5), se encontré que a mayor tiempo de
exposicion al NaOCI al 2%, hay mayor generaciéon de brotes, obteniendo una
brotacion de 5 explantes entre los dias 21 y 24. Se presenta una sola brotacién el
dia 28, y un leve incremento de 2 cultivos bortados el dia 31. Para un total de 8

segmentos nodales brotados en este tratamiento.
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Grafica 6. Analisis comparativo entre el protocolo de desinfeccion y la variable
segmentos nodales no promisorios con el tratamiento NaClO 2% x 5 minutos
(Fuente: Ramirez (2013))

Para los explantes no promisorios (Gréafica 6), se observa un crecimiento
exponencial desde el dia 17 al 21, siendo este ultimo dia el mas significativo con
14 cultivos no promisorios. Se presenta una disminucion de los cultivos con esta
caracteristica a partir del dia 24 al 28, con un leve aumento el dia 31 con 4 cultivos

NO Promisorios.

4.2.2 NaOClI 2% durante 10 minutos

En la aplicacion del NaClO al 2% durante 10 minutos (Grafica 7), la mayor
contaminacién se presenta en 24 de los segmentos nodales, en el séptimo dia a
partir de la siembra in vitro y disminuye proporcionalmente con el tiempo. Este
resultado concuerda con lo reportado por Ramirez et al., (2002), quienes
obtuvieron la mayor contaminacion entre los dias 2 y 7 a partir de la siembra in

vitro.
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Ttto 2. NaOCl 2% * 10 minutos
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Grafica 7. Analisis comparativo entre el protocolo de desinfeccion y la variable
contaminacion con el tratamiento NaClO 2% x 10 minutos (Fuente: Ramirez
(2013))
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Grafica 8. Analisis comparativo entre el protocolo de desinfeccion y la variable
brotacion con el tratamiento NaClO 2% x 10 minutos (Fuente: Ramirez (2013))



En cuanto a la variable brotacion (Grafica 8), encontramos que a mayor tiempo
hay mayor presencia de brotacion, obteniendo en total 7 cultivos a partir del dia 14
al 21.

Ttto 2. NaOCl 2% * 10 minutos
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Grafica 9. Analisis comparativo entre el protocolo de desinfeccion y la variable
segmentos nodales no promisorios con el tratamiento NaClO 2% x 10 minutos
(Fuente: Ramirez (2013))

En la grafica 9, se observa para los explantes no promisorios un crecimiento
exponencial desde el dia 3 al 10 y una disminucion de los cultivos con esta
caracteristica a partir del dia 14 al 17, con un incremento de 7 cultivos no

promisorios el dia 21.
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4.2.3 NaOClI 2% durante 15 minutos

Ttto 3. NaOCI 2% * 15 minutos
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Grafica 10. Andlisis comparativo entre el protocolo de desinfeccion y la variable
contaminacion con el tratamiento NaClO 2% x 15 minutos (Fuente: Ramirez
(2013))

En la aplicacion del NaClO al 2% durante 15 minutos (Grafica 10), la
contaminacion se presenta en 14 de los segmentos nodales, a partir del séptimo
dia después de la siembra en el cultivo in vitro. Esta contaminacion disminuye al
igual que en los tratamientos 1 y 2 con el paso de los dias. Este resultado
concuerda con lo reportado por Ramirez et al., (2002), quienes obtuvieron la
mayor contaminacion en los primeros siete dias a partir de la siembra in vitro.
Estos datos difieren de los resultados reportados por Marulanda et al., (2005), y
Borges et al., (2004), quienes con este mismo tratamiento obtuvieron el 80.5% vy el

25% de los explantes contaminados respectivamente.
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Ttto 3. NaOCl 2% * 15 minutos
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Grafica 11. Andlisis comparativo entre el protocolo de desinfeccion y la variable
brotacion con el tratamiento NaClO 2% x 15 minutos (Fuente: Ramirez (2013))

En cuanto a la variable brotacion (Grafica 11), encontramos que a mayor tiempo
hay mayor presencia de brotacion, obteniendo 15 cultivos a partir del dia 14 al 25
después de la siembra en el cultivo in vitro. Siendo el dia 18 el mas significativo

con 7 cultivos brotados.

Como se puede apreciar en el tratamiento con NaOCI al 2% durante 5, 10 y 15
minutos de aplicacion, a medida que transcurre el tiempo del cultivo in vitro,
disminuye la contaminacion y aumenta la brotacion de los explantes. Este
comportamiento puede atribuirse que la exposicion a una concentracién media de
NaClO en un mayor tiempo podria activar la diferenciacién celular de las yemas
nodales, y lograr una desinfeccion adecuada. Bajo estas condiciones los explantes
sufren un menor dafio fitotbxico en sus tejidos, evitando asi su oxidacién y
facilitandose una regeneracion in vitro mas rapida y eficiente. Esto concuerda con

los resultados encontrados por Marulanda et al., (2005) en donde la mayor
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brotacion se logré con el NaClO al 2% durante 10 min; Borges et al., (2004)
lograron la mejor brotacion con la doble desinfeccién de explantes primarios con
NaClO al 2% por 5 min., al igual que Freire et al., (2011) quienes obtuvieron
95.81% de brotacién aplicando la desinfeccién de las yemas axilares con NaClO al

1% durante 5 min.

Ttto 3. NaOCl 2% * 15 minutos
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Grafica 12. Andlisis comparativo entre el protocolo de desinfeccion y la variable
segmentos nodales no promisorios con el tratamiento NaClO 2% x 15 minutos
(Fuente: Ramirez (2013))

Para los explantes no promisorios se observa un aumento de cultivos con esta
caracteristica entre los dias 11 al 18, siendo este dltimo dia es el mas
representativo con 19 segmentos nodales no promisorios. Hay una disminucién

proporcional al aumentar el tiempo del cultivo a partir del dia 21.

Una concentracién del NaClO del 2% por 15 minutos, es mas efectivo que someter
los explantes a igual concentracién por menor tiempo. Esto ha sido corroborado
por Lin et al., (2007) quienes obtuvieron su mejor brotacién y desinfeccién con la

aplicacion del NaClO al 2% durante 30 min en yemas de Bambusa oldhamii; y por
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Pedroza y Bejarano (2008) en la desinfeccion de laminas foliares de Puya
santossi, obtuvieron el mejor resultado con NaOCI al 1% durante 10 min.

Los resultados obtenidos pueden explicarse por que el hipoclorito de sodio tiene
mayor oportunidad para llegar al tejido vegetal y hacer efectiva la eliminacién de
los microorganismos enddgenos, sin perjudicar los tejidos del explante, ya que el
agente desinfectante disminuye los iones hidroxilo (OH), mediante la formacion de
agua, reduce el pH, estimulando la presencia de &cido hipocloroso, que en
contacto con materia organica actia como solvente, libera cloro que se combina
con el grupo amino de las proteinas, formando cloroaminas. El acido hipocloroso y
los iones hipoclorito (OCI™) llevan a la degradacion e hidrélisis de los aminoéacidos
(Minambiente, 2013), es por esto que reduce la tension superficial de la membrana
celular de las bacterias y permite la lisis del microorganismo (Sanchez et al.,
2005). Esto también concuerda con los resultados hallados por Borges et al.,
(2009) en segmentos uninodales de fame, donde el mejor porcentaje de
desinfeccion se obtuvo con el NaClO al 1.5% durante 30 min. Ademas coincide
con los resultados reportados por Ramirez et al., (2002) en guanabano donde la

mejor desinfeccién se logré con NaClO al 1% por 10 min.

Es asi que el hipoclorito tiene como mecanismo de accion sobre los
microorganismos, la inhibicién de las reacciones enzimaticas y desnaturalizacion
de las proteinas. (Sanchez et al., 2005). Este compuesto actia como un solvente
de materia organica, especialmente de &cidos grasos, a quienes transforma en
sales de acidos grasos (jabones) y glicerol, reduciendo la tension superficial de la
solucion remanente. Ademas, el hipoclorito de sodio neutraliza los aminoacidos,
formando agua y sales. Con la disminucion de iones hidroxilo (OH), mediante la
formacion de agua, se reduce el pH, estimulando la presencia de &cido
hipocloroso que en contacto con componentes organicos actla como solvente,
libera cloro que se combina con el grupo amino de las proteinas, formando

cloroaminas. El acido hipocloroso y los iones hipoclorito (OCI™Y) llevan a la
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degradacion e hidrdlisis de los aminoacidos. (Minambiente, 2013)

4.3 Andlisis del tratamiento de NaOCl 3% en relacion con el tiempo de
exposicion de los explantes

Se realiz6 el analisis del comportamiento de los explantes en el tratamiento NaOCI
3% de acuerdo con el tiempo de exposicion de 5, 10 y 15 minutos, y durante los
dias del experimento en cuanto a su efecto de desinfeccion, brotacion y
segmentos nodales no promisorios. A continuacion se presentan los resultados

encontrados:

4.3.1 NaOCI 3% durante 5 minutos

Tto 4. NaOCI 3% * 5 minutos
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Grafica 13. Andlisis comparativo entre el protocolo de desinfeccién y la variable
contaminacion con el tratamiento NaClO 3% x 5 minutos (Fuente: Ramirez (2013))
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En la aplicacion del NaCIO al 3% durante 5 minutos (Grafica 13), la mayor

contaminacion se presenta en el dia 10 a partir de la siembra en el cultivo in vitro

en 26 de los segmentos nodales. Posteriormente la contaminacion disminuye

entre los dias 10 y 28.

3,5

Tto 4. NaOCl 3% * 5 minutos

2,5

Unidades de cultivos brotados

1,5 —

0,5 I

1 4 7 10 14 17 21 24 28

Tiempo en dias

BROTACION

Grafica 14. Andlisis comparativo entre el protocolo de desinfeccion y la variable
brotacion con el tratamiento NaClO 3% x 5 minutos (Fuente: Ramirez (2013))

En la grafica 14, se observa un bajo indice de brotacion en este tratamiento con un

total de 5 cultivos que se generaron entre el dia 24 y 28 después de la siembra in

vitro. Indicando que una concentracion alta con menor tiempo de exposicion afecta

el desarrollo diferencial de las células, impidiendo la brotacidon de los segmentos

nodales de Guadua angustifolia.
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Tto 4. NaOCl 3% * 5 minutos
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Grafica 15. Andlisis comparativo entre el protocolo de desinfeccion y la variable
segmentos nodales no promisorios con el tratamiento NaClO 3% x 5 minutos

(Fuente: Ramirez (2013))

Para los explantes no promisorios (Grafica 15), se observa un aumento de 11

explantes entre el dia 14 y 17, disminuyendo al dia 21, con un aumento en el dia

24 en 7 nuevos explantes, disminuyendo de nuevo al dia 28.
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4.3.2 NaOCIl al 3% durante 10 minutos
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Grafica 16. Andlisis comparativo entre el protocolo de desinfeccion y la variable
contaminacion el tratamiento NaClO 3% x 10 minutos (Fuente: Ramirez (2013))

En la aplicacion del NaCIO al 3% durante 10 minutos (Grafica 16), la mayor

contaminacion se presenta en el dia 12 a partir de la siembra en el cultivo in vitro

en 22 de los segmentos nodales sembrados. Esta contaminacion disminuye

progresivamente a partir del dia 15 al 33.
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Grafica 17. Andlisis comparativo entre el protocolo de desinfeccion y la variable
brotacion el tratamiento NaClO 3% x 10 minutos (Fuente: Ramirez (2013))

En la grafica 17, se aprecia que se presentd una brotacion de 10 cultivos entre el
dia 22 y 29 después de la siembra in vitro. Siendo el dia 26 el mas representativo
en este tratamiento con 5 generaciones de brotes de Guadua angustifolia.

En la figura 11 y 12, se observan explantes de G. angustifolia, libres de

microorganismos contaminantes, con brotacion.

Figura 11. Segmentos nodales de Guadua angustifolia en brotacion
Fuente: Ramirez (2009)
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Grafica 18. Analisis comparativo entre el protocolo de desinfeccion y la variable
segmentos nodales no promisorios el tratamiento NaClO 3% x 10 minutos (Fuente:

Ramirez (2013))

Para los explantes no promisorios (Grafica 18), se observa un aumento entre el

dia 15y 22, con 24 explantes, siendo el dia 22 después de la siembra in vitro el

mas

disminuyendo su aparicion entre el dia 26 y 33.

representativo con 13 segmentos nodales con esta caracteristica,
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4.3.2 NaOCIl al 3% durante 15 minutos
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Grafica 19. Analisis comparativo entre el protocolo de desinfeccion y la variable
contaminacion el tratamiento NaClO 3% x 15 minutos (Fuente: Ramirez (2013))

En la aplicacion del NaClO al 3% durante 15 minutos (Grafica 19), la mayor
contaminacion se presenta el dia 8 a partir de la siembra en el cultivo in vitro en 17
explantes. Los mayores indices de contaminacién se presenta entre los dias 8 y

14, disminuyendo progresivamente con el tiempo.

De acuerdo con los resultados obtenidos en tratamientos con concentraciones
medias y mayor tiempo de exposicioén, como el caso del tratamiento 3 NaOCL al
2% por 15 minutos, se presentd una mejor desinfeccion y brotacién. Segun lo
reportado por Sanchez et al., 2005 existe una estrecha correlaciéon entre la
concentracion del agente desinfectante y el tiempo necesario para eliminar una
determinada fraccion de la poblaciéon bacteriana. Si se modifica la concentracion

se provocan cambios en el tiempo para lograr un mismo efecto.
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Refiriendose al tiempo no todas las bacterias mueren simultaneamente, ni siquiera
cuando se aplica un exceso del agente desinfectante (Sanchez et al., 2005). De
ahi que no sea conveniente la aplicacién del NaOCI en una concentracion alta por
un menor tiempo de accion. Segun los resultados encontrados en este estudio la
concentracion del hipoclorito de sodio al 3%, no permite la adecuada desinfeccién
de los explantes, ni la generacién de la brotacién de los segmentos nodales de G.
angustifolia, al parecer el mecanismo de accion del NaOCI y del alcohol, destruye

los tejidos meritematicos, generando un aumento en los explantes no promisorios.

Tto 6. NaOCl 3% * 15 minutos
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Grafica 20. Analisis comparativo entre el protocolo de desinfeccion y la variable
brotacion el tratamiento NaClO 3% x 15 minutos (Fuente: Ramirez (2013))

Para la variable brotacion (Grafica 20), se encontré con este tratamiento 8 cultivos
con generacion de brotes entre el dia 14 y 21, siendo este ultimo dia el de mayor

brotacion después de la siembra in vitro con 4 explantes brotados.
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Tto 6. NaOCl 3% * 15 minutos
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Grafica 21. Analisis comparativo entre el protocolo de desinfeccion y la variable
segmentos nodales no promisorios el tratamiento NaClO 3% x 15 minutos (Fuente:
Ramirez (2013))

Para los explantes no promisorios (Grafica 21), se observa un aumento entre el
dia 8 y 14, con 25 explantes, disminuyendo el dia 18, aumentando el dia 21,
siendo el mas representativo con 13 cultivo no promisorios, disminuyendo

nuevamente entre el dia 25 al 28.

Una vez finalizado el andlisis de las variables, y de acuerdo con los resultados
presentados para las concentraciones de NaOCI al 2% y NaOCI al 3% durante los
diferentes tiempos de aplicacion de 5, 10 y 15 minutos respectivamente sobre las
unidades de cultivos contaminados, unidades de explantes brotados y segmentos
nodales no promisorios, se presentan diferencias que pueden deberse a factores
como la procedencia de los explantes y a los tratamientos de prevencion
utilizados: calidad del agua, aplicacion de productos fungistaticos y/o
bacteriostaticos, el corte de los explantes y herramientas empleadas (Sanchez et
al,. 2002), asi como también la predesinfeccion a la cual es sometido el explante.

En otras palabras, no todas las plantas madre han sido cultivadas bajo las mismas
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condiciones para asi obtener los mismos resultados de otras investigaciones,
teniendo en cuenta que la manera como realizan el cultivo, el suelo, el clima
donde las plantas crecen, y muchos otros aspectos biocliméaticos afectan de
manera diferencial las condiciones del cultivo in vitro. Cualquier cambio en las
concentraciones y los tiempos de exposicion de los productos empleados en la
predesinfeccion y en la desinfeccion hace que varien las condiciones del cultivo.

Esto concuerda con lo citado en Borges et al., 2006, quien menciona la dificultad
de encontrar una microporpagacion eficiente para la Guadua angustifolia, teniendo
en cuenta que los principales inconvenientes son, la contaminacion microbiana
endogena, la necrosis apical, la hiperhidricidad, la oxidacion fendlica, el
enraizamiento, la disponibilidad y respuesta estacional de los explantes, y la
supervivencia ex vitro. Ademas de la edad y estado del desarrollo de la planta
madre.

Figura 12. Segmentos nodales de Guadua angustifolia en brotacion

Fuente: Ramirez (2009)
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Es importante resaltar que la aplicacion del NaClO en concentraciones bajas
durante mayor tiempo de exposicién, permiten un mejor desarrollo celular de los
explantes, mientras que una concentracion alta a un menor tiempo de exposicion
impide el adecuado desarrollo de los segmentos nodales de guadua. Esto puede
deberse a que el hipoclorito de sodio afecta la permeabilidad celular del
microorganismo y de las células vegetales, impidiendo el adecuado desarrollo
celular de las células meristeméticas y por lo tanto no genera la brotacion del
segmento nodal. Segun lo citado en Borges et al., 2006, la acumulacion de
sustancias fendlicas liberadas por el tejido vegetal en el medio de cultivo, son con
frecuencia inhibidores del crecimiento y constituyen uno de los problemas mas
frecuentes asociados con la propagacion clonal, ya que alteran y deterioran la
composicion quimica del medio de cultivo, causando progresivamente la muerte

del material vegetal.

Ademas como se menciond anteriormente, Cada cultivo tiene caracteristicas
independientes, como el corte, el estado del segmento nodal, la planta madre de
la cual fue extraido, particularidades que hacen que cada cultivo sea una
repeticion de la investigacion. La G. angustifolia, como se ha mencionado
anteriormente es una especie lefiosa que reporta altos indices de contaminacion y
por lo tanto, requiere de unos pretratamientos y tratamientos mas agresivos, en
este caso los segmentos nodales fueron prelavados para hacer un arrastre de
macromoléculas en su exterior y sumergidos en alcohol al 70% durante 2 min.,
gue también ayuda a romper la tensién superficial de la membrana celular de los
microorganismos coadyuvando al hipoclorito de sodio a eliminar los agentes
microbianos que impiden el adecuado establecimiento del cultivo in vitro de
Guadua angustifolia, pero debido a su compleja fisiologia no fueron suficientes

estos procedimientos, ni la desinfeccion con NaClO.

A través de la observacion de los cultivos de los segmentos nodales de G.
angustifolia, se evidencio la presencia de bacterias como fuente contaminante a

los 3 dias. Es de resaltar que no se presenté contaminacién por hongos, aunque

42



no fue un objetivo de este estudio, se puede inferir que las préacticas fitosanitarias
aplicadas a las plantas madre en el invernadero, como la continua fumigacién con
productos fungistaticos y el riego con agua destilada, contribuyeron en buena
medida a que no se hayan presentado hongos en el cultivo in vitro. De acuerdo
con Sanchez et al., 2005; no todas las bacterias mueren simultdneamente en el
momento de la desinfeccion, es por ello que observamos segun estos resultados,
gue a medida que transcurre el tiempo prevalece el crecimiento bacteriano en el

cultivo in vitro.
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5 CONCLUSIONES

El tratamiento con el cual se logré la mejor desinfeccion y brotacién de los segmentos nodales

de Guadua angustifolia se obtuvo con la aplicacion del NaClO al 2% durante 15 minutos.

El tratamiento que menor resultado obtuvo con respecto a la desinfeccién y brotacidn de los

explantes fue el NaClO al 3% por 5 minutos.

Cuando se aumenta el tiempo de exposicion al agente desinfectante, se disminuye el
porcentaje de contaminacidn bacteriana, reflejandose un mayor efecto bactericida del NaClO

en los segmentos nodales de Guadua angustifolia.

El uso del hipoclorito de sodio, es una alternativa para la desinfeccion del material vegetal en

las concentraciones y tiempos de exposicion adecuados.

Con los resultados obtenidos se reconfirma que aun no se cuenta con protocolos eficientes de

micropropagacién, debido a la complejidad del establecimiento en el cultivo in vitro de

Guadua angustifolia.
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6 RECOMENDACIONES

Para establecer in vitro la Guadua angustifolia se recomienda evaluar concentraciones bajas

por mayores tiempos de exposicidn al hipoclorito de sodio.

Se recomienda realizar estudios que involucren el uso de antibiéticos en la desinfeccién de los
explantes o la adicién en el medio de cultivo, como complemento en la desinfeccién con

hipoclorito de sodio (NaClO).
Se recomienda realizar pretratamientos mas agresivos como el uso del alcohol al 70% por mas

tiempo, para asi coadyuvar al NaClO a realizar una adecuada desinfeccién de los segmentos

nodales de G. angustifolia.
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