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Evaluacion de antioxidantes en el
cultivo in vitro de especies de bam-
bues nativos de México

RESUMEN: EI cultivo in vitro permite
propagar y resguardar materiales ve-
getales. Por lo que el objetivo de este
trabajo fue establecer in vitro cinco
especies de bambues nativos (Gua-
dua aculeata, Guadua amplexifolia,
Guadua inermis, Otatea acuminata y
Otatea rzedwoskiorum), con fines de
conservacién en condiciones de cre-
cimiento minimo.

Se emplearon yemas axilares de
plantas joévenes establecidas en vi-
vero. Se utilizaron 3 medios de culti-
vo: Medio MS (Murashige and Skoog,
1962), + L- cisteina; MS+ carbén ac-
tivado y MS+ acido ascérbico. Se
evalué el porcentaje de yemas emer-
gidas y de fenolizacién debido a que
son dos de los problemas mas co-
munes en gramineas. Para lograr
distribucién normal en los datos, las
variables expresadas en porcentaje
se transformaron y se analizaron es-
tadisticamente mediante un ANOVA
de clasificacién simple.

Para determinar el grado de signifi-
cacioén entre las medias se empled
la prueba de Tukey para p<0.05. Se
observo que existen diferencias sig-
nificativas entre el medio utilizado y
el porcentaje de emergencia y feno-
lizacién. Se mostré poca fenolizacién
en el 90% de los explantes utilizando
carbon activado como el antioxidante
mas efectivo.

PALABRAS CLAVE: bambu, biotec-
nologia, carbén activado, micropro-
pagacion, otate

Colaboraciéon
Gabriela Orozco Gutiérrez, Institutfo Nacional de In-

vesfigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INI-
FAP) Campo Experimental Tecoman

ABSTRACT: In vitro culture allows propagating and protec-
ting plant materials. Therefore, the objective of this work was
to establish in vitro five species of native bamboo (Guadua
aculeata, Guadua amplexifolia, Guadua inermis, Otatea acu-
minata and Otatea rzedwoskiorum), for conservation purpo-
ses under minimum growth conditions.

Axillary buds of young plants established in nursery were
used. 3 culture media were used: MS Medium (Murashige
and Skoog, 1962), + L-cysteine; MS + activated carbon and
MS + ascorbic acid. The percentage of buds emerged and
phenolization was evaluated because they are two of the most
common problems in grasses. To achieve normal distribution
in the data, the variables expressed as a percentage were
transformed and analyzed statistically using a simple classi-
fication ANOVA.

To determine the degree of significance between the means,
the Tukey test was used for p <0.05. It was observed that the-
re are significant differences between the medium used and
the percentage of emergency and phenolization. Little pheno-
lization was shown in 90% of explants using activated carbon
as the most effective antioxidant.
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INTRODUCCION

Los bambues mexicanos representan un legado milenario de gran
aporte ecoldgico, econdmico y cultural. Un 50% de las especies
nativas de bambu merecen estar en la Norma Oficial Mexicana
debido a la sobre-explotacion de poblaciones silvestres. Los
bambues, se propagan a gran escala con grandes dificultades. El
uso de semillas es un reto debido a la floracién esporéadica de la
planta y los largos ciclos de floracién, junto con la recalcitracion
de la semilla y el consumo por parte de animales salvajes [8].
También se ve afectada la poca disponibilidad de material vege-
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tal, los bajos porcentajes de enraizamiento y la poca
disponibilidad de propagulos [2]. Estos elementos son
limitantes para la propagacion masiva de bambues [7].

Ademas, el estado fisico del medio de cultivo es un
factor determinante para la propagacion in vitro de
bambues. Autores como [10] hacen referencia a la baja
proliferacion de plantas in vitro de B. arundinacea en el
medio de cultivo semisdlido y atribuyen como causas,
la presencia de fenoles que se acumulan en la base
de las plantas. Estos mismos autores senalaron que el
lento crecimiento de los brotes pudiera atribuirse a las
barreras fisicas que impone el estado fisico semisolido
del medio de cultivo.

La fenolizacion puede estar relacionada con el estado
fisiologico del explante esto es, que la edad ontoge-
nética esta vinculada a la presencia y acumulacion de
compuestos fendlicos en el vegetal. Ademas, la selec-
cion de material vegetal adecuado (fejidos con carac-
teristicas fisiolégicas juveniles apropiadas) puede ser
un factor limitante en el bambu ya que en ocasiones
presenta una alta fenolizacion durante los primeros es-
tadios del cultivo in vitro [5].

La biotecnologia en senfido general y en el cultivo in
vitro en particular pueden ayudar a resolver estos pro-
blemas en esta especie. Se debe ftener en cuenta que
la multiplicacion in vitro constituye una alternativa viable
para la propagacion masiva, uniformes genéticamente
y con caracteres morfolégicos juveniles recuperados
[4]. El bambu, como muchas otras plantas, se ha propa-
gado con el empleo de las técnicas de culfivo in vitro
[14] y [1]. Sin embargo, hasta el momento las especies
nativas de México no han sido propagadas por este
medio. Durante la propagacion in vitro a partir de ye-
mas, existen dos problemas cruciales para lograr éxito
en este cultivo: 1) la contaminacion y 2) la fenolizacion
u oscurecimiento, especialmente cuando se parte de
material colectado directamente del campo [11].

En ese contexto, se evalud el efecto de fres agentes
anfioxidantes en el conirol de la fenolizacion para el
cultivo in vitro por medio de yemas axilares, de 5 es-
pecies de bambu nativos (Guadua aculeata, Guadua
amplexifolia, Guadua inermis, Otatea acuminata y Ota-
tea rzedwoskiorum). La seleccion de estas especies
es debido a su potencial constructivo, impacto social
y econdémico, ademas de su desconocimiento y con-
servacion.

MATERIAL Y METODOS

Ubicacién y colecta

Las yemas axilares de Guadua aculeata, Guadua am-
plexifolia y Guadua inermis se obtuvieron del Campo
Experimental INIFAP, ubicado en el municipio de Te-
coman, Colima y Otatea acuminata y Otatea rzedwos-
kiorum de una parcela experimental en el Remudadero
municipio de Comala, Colima. El trabajo de investiga-

Figura 1.
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cion se realizd en el laboratorio de biotecnologia de
plantas del mismo instituto.

Desinfecciéon de yemas

Para la desinfeccion de yemas, éstas fueron tratadas
previamente y en condiciones de campo con agente
antifungico benomilo® (2 g/L) y bactericida estreptomi-
cina® (2 g/L) fres veces a la semana durante 1mes para
evitar hongos y/o bacterias. Se seleccionaron yemas
axilares de bambu de aproximadamente de 3 cm de
largo, las cuales fueron lavadas con agua corriente y
jabén liquido, el fratamiento de pre desinfeccion incluyo
solucion alcalina de Extran® MA 01 (0.05 % v/v) por 10
min y agente antifungico y bactericida estreptomicina a
2 g/L c/u por 10 min.

Posteriormente se llevaron a cabo los tratamientos de
desinfeccion con NaOCI (3 % v/v) por 10 min, finalmen-
te en campana de flujo laminar los explantes fueron la-
vados con agua destilada esteril 3 veces.

Medios de cultivo

La composicién del medio de cultivo ufilizado fue [9]
adicionado con 30 g/L de sacarosa. Al medio se le adi-
ciond un biocida llamado “Plant Preservative Mixture”
(PPM?®) (5 mL/L), el pH fue ajustado a 5.7 ya que es un
pH ideal para la mayoria de las especies de bambu y
solidificado con 2 g/L de gelrite. El medio nutritivo se
distribuyo en tubos de ensayo de 60 mL conteniendo
5 mL de medio nutritivo, estos se esterilizaron en auto-
clave por 15 min a una presion de 16 Ib/pulg?2 y a tem-
peratura de 121 °C. Al finalizar se aislo la yema apical
para su implantacion en el medio. Los explantes fueron
incubados en oscuridad a 28 °C durante dos semanas,
finalmente fueron incubados con un fotoperiodo de luz
natural para su desarrollo (Figura 1).

Guadua inermis establecida in vitro
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Agentes antioxidantes

La inoculacién de las yemas apicales se realiz6 en el
medio MS suplementado antes mencionado. Se reali-
z6 una solucion estéril de los antioxidantes, posterior-
mente se utilizo:

1) L-cisteina a 20 mg-L",

2) carbon activado a 3 g-L" y acido ascorbico (120
mg-L™) feniendo en cuenta que son los antioxidantes
y las concentraciones mas empleadas en este cultivo
[15] y [12]. Se implantaron un total de 30 yemas por
tratamiento, incluyendo el control.

Evaluacién de fenolizacién, contaminacion y super-
vivencia.

Las evaluaciones se realizaron a las 72 h de iniciado
el cultivo y se analizo el porcentaje de contaminacion
y supervivencia de las yemas. Para evaluar el nivel de
fenolizacion, se utilizd una escala cualitativa debido a
pruebas de tolerancia, se les clasificé como: poco fe-
nolizado (10-40 % del explante esta fenolizado), me-
dianamente fenolizado (40-70 % del explante esta
fenolizado y tiene presencia de un halo de color par-
duzco en el medio alrededor del explante) y altamen-
te fenolizado para aquellos explantes donde el 100 %
fenolizado o necrosado y ademas se observé un halo
de color negruzco muy intenso en el medio) método
sugerido por [3]. Con esta escala se calculo el por-
centaje de explantes pertenecientes a cada categoria
en cada uno de los tratamiento. La contaminacion fue
evaluada por presencia o ausencia de microorganis-
mos y obteniendo el porcentaje promedio. Y la super-
vivencia, de igual forma, fue evaluada contabilizando
brotes vivos 0 muertos.

Analisis estadistico

El procesamiento de los datos y el analisis estadistico
se realizé con el software SPSS® version 8.0 para Win-
dows?®, realizando un Analisis de Varianza (ANOVA) y
de la prueba de Tukey para determinar el nivel de signi-
ficacion estadistica de las diferencias entre las medias
de cada ensayo. Para lograr distribucion normal en los
datos, las variables que se encontraban expresadas en
porcentaje se transformaron para su analisis segun la
ecuacion: x’ = 2*arcsen ((x/100)**0.5). Para las variables
discretas se utilizé la ecuacion: x' = (x + 0.5)**0.5.

RESULTADOS

Agentes antioxidantes

Todas las yemas en los tres tratamientos manifesta-
ron sintomas de fenolizacion, pero no en la misma
intensidad. En la Figura 2, se puede apreciar el re-
sultado cualitativo de los antioxidantes por especie.
Las yemas con acido ascorbico reflejaron los mayo-
res porcentajes de explantes con un alta fenolizacion
(95%), el cual es significativamente diferente al resto
de los tratamientos demostrando la ineficiencia de
este compuesto antioxidante en el control de la feno-
lizacion en las yemas de bambu. En el caso del efecto
entre especies, no existen diferencias significativas.
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Figura 2. Efecto del antioxidante acido ascérbico en el nivel de
fenolizacion de yemas (explantes) de luego de 72 horas de cul-
tivo in vitro de bambu: Guadua aculeata, Guadua amplexifolia,
Guadua inermis, Otatea acuminata y Otatea rzedwoskiorum.
PF:Poca fenolizacién, MF: Mediana fenolizacién y AF: Alta feno-
lizacién. Barras con letras iguales, las medias no difieren sig-
nificativamente segun ANOVA y prueba de Tukey, para p<0.05
y n=30.

Para las yemas expuestas a MS + L-cisteina, se clasi-
ficaron el 54 % de los explantes con un alto nivel de
fenolizacion, mientras que solo el 30% poseia un nivel
medio y un 16% bajo (Figura 3).
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Figura 3. Efecto del antioxidante L- cisteina en el nivel de fenoli-
zacion de yemas (explantes) de bambu: Guadua aculeata, Gua-
dua amplexifolia, Guadua inermis, Otatea acuminata y Otatea
rzedwoskiorum luego de 72 horas de cultivo in vitro. PF: Poca
fenolizacion, MF: Mediana fenolizacién y AF: Alta fenolizacion.
Barras con letras iguales, las medias no difieren significativa-
mente segun ANOVA y prueba de Tukey, para p<0.05 y n=30

Los niveles mas bajos de fenolizacion se obtuvieron
con la utilizacion del carbon activado, el cual propicio
una clasificacion mas heterogénea de los explantes,
con 80 % de poco fenolizados, 20 % medianamente fe-
nolizados y 10% altamente fenolizados con diferencias
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significativas con el resto de los tratamientos en ambas
categorias (Figura 4). De igual forma no existen diferen-
cias significativas entre especies.
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Figura 4. Efecto del antioxidante carbén activado en el nivel de
fenolizacion de yemas (explantes) de Guadua aculeata, Guadua
amplexifolia, Guadua inermis, Otatea acuminata y Otatea rzed-
woskiorum luego de 72 horas de cultivo in vitro . Barras con
letras iguales, las medias no difieren significativamente segun
ANOVA y prueba de Tukey, para p<0.05 y n=30

El carbon activado fue el antioxidante mas apropiado
en la reduccion de compuestos fenolicos de bambu,
a diferencia de la L- cisteina y el acido ascérbico, los
cuales resultaron en una respuesta muy pobre. La fe-
nolizacién se caracterizé por un cambio en la colora-
cion del tejido vegetal y la emision de estos pigmentos
rojizos o carmelitas hacia el medio de cultivo. Estos se
tornaron muy intensos hasta alcanzar un color vino-os-
curo, especialmente para el tratamiento con el acidos
ascorbico provocando la muerte de los explantes.

Enire las causas que provocan este estado se encuen-
tra el dano que se produce en la superficie del explante
después de realizado un corte o herida, y en otfros ca-
S0s, la senescencia o muerte de algunas células [5]. Se
asegura que la biosintesis de compuestos fendlicos es
afectada por situaciones de estrés, tales como heridas
o ataques de patdgenos [13].

CONCLUSIONES

Se reconoce al carbdn activado de coco 3 g/L como el
antioxidante mas adecuado para emplear en el cultivo
de tejidos in vitro de yemas de bambues nativos, aun-
que seria posible posteriormente probar algun otro tipo
de carbon activado. Para los explantes de bambu de
las cinco especies la fenolizacion resultd ser perjudi-
cial, pues provoco la muerte de los mismos. Por ello, se
reconoce al carboén activado como el antioxidante mas
adecuado para emplear en el cultivo de tejidos in vitro
de yemas de bambu. Por ofro lado, ho se muestran di-
ferencias significativas entre especies. La fenolizacion
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como buen fenodmeno de ftipo bioquimico inferfiere
con el normal desarrollo de los explantes inoculados
en los medios de cultivo, el explante presenta un os-
curecimiento en su totfalidad y alrededores del medio
donde se encuentra sembrado, debido a la excrecion
de sustancias como polifenoles y taninos que en la eta-
pa de adaptacion in vitro crean oxidacion por lo que
una reduccion o eliminacion de este fendmeno es de
gran ufilidad en el culfivo in vitro de bambu. Finalmente
se pretende continuar cultivando bambu nativo in vitro
para multiplicar, enraizar y aclimatar en campo.
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