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Resumen 

 

Se ha comprobado que la aplicación de silicio (Si) en distintos cultivos posee 

efectos beneficiosos, porque cumple distintas funciones de índole tanto estructural como 

química, desde la perspectiva de la resistencia de la planta a estreses bióticos (i.e. daños por 

insectos, penetración de patógenos) y abióticos (i.e. oxidación, toxicidad, salinidad, 

desbalances nutricionales, déficit hídrico, anoxia). Dendrocalamus giganteus Munro es una 

especie de bambú, cuyo género es  originario de la India y del sureste asiático, y posee 

potencial económico como material de construcción y por sus brotes comestibles, 

principalmente. En general, los distintos géneros y especies de bambú son acumuladores de 

Si. A pesar de ser considerada una planta acumuladora de Si, no se encontró información en 

la literatura acerca de la aplicación de Si en el cultivo in vitro de ninguna especie de bambú. 

Numerosos estudios han probado el efecto del Si en campo. Sin embargo, se encontraron 

pocos reportes en la literatura sobre su uso como nutriente en el cultivo in vitro. El presente 

trabajo determinó el efecto de la aplicación de Si en el medio de cultivo sobre  el 

crecimiento, la peroxidación de lípidos, y la eficiencia fotosintética en Dendrocalamus 

giganteus cultivado in vitro. Para la introducción y cultivo in vitro de D. giganteus se 

utilizaron plantas provenientes del invernadero del Centro para Investigaciones en Granos y 

Semillas  (CIGRAS), y se les disectaron secciones de tallo con una yema cada uno. Luego 

del proceso de desinfección se cultivaron en un medio MS suplementado con 0,5 mg L
-1 

de 

tidiazurón (TDZ), gelificado con 2 g L
-1

 de
 
Phytagel® y dispensado en tubos de cultivo de 

150 x 25 mm, y se colocaron en oscuridad por una semana, para ser luego transferidos a un 

cuarto de crecimiento con un fotoperiodo de 12 horas, a 27,1 µmol m
-2

 s
-1 

de luz y a 25±2ºC 

de temperatura ambiental. Debido a la alta contaminación inicial observada (>50%), se 

decidió continuar utilizando los explantes introducidos anteriormente, pero en la fase de 

multiplicación, de modo tal que se obtenga la cantidad de material vegetal necesaria para 

estudiar el efecto del Si adicionado al medio de cultivo en explantes de D. giganteus. Para 

ello, se subcultivaron los explantes en un medio de multiplicación con la misma 

composición del medio de establecimiento, excepto que contenía el doble de contenido de 

los macronutrientes del medio MS, y no contenía gelificante (medio líquido). Luego de 

cinco subcultivos (cada 21-22 días), los brotes obtenidos fueron transferidos a un sistema 
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de inmersión temporal (RITA®) con 200 ml del mismo medio de multiplicación, con ciclos 

de inmersión de un minuto cada cuatro horas, y bajo las mismas condiciones lumínicas y de 

temperatura antes descritas durante dos meses, de modo que se pudo obtener la cantidad de 

material necesaria para el experimento con Si. Antes de realizar el experimento de 

aplicación de Si al medio de cultivo, los explantes fueron transferidos del sistema de 

inmersión temporal a tubos de cultivo de 150 x 25 mm con el medio de multiplicación 

antes descrito. Los explantes crecieron de bajo un fotoperiodo de 12 horas, con 27,1 µmol 

m
-2 

s
-1

 de luz y a 25±2ºC, manteniendo estas condiciones durante seis semanas con un 

subcultivo a las tres semanas.   

Para el experimento con Si, se preparó como base el medio de multiplicación MS 

que se describió anteriormente (con el doble del contenido de macronutrientes), sin 

gelificante (medio líquido),  y suplementado con las diferentes dosis de Si (50 y 100 mg L
-1

 

Si) y un testigo (0 mg L
-1

 Si). Los medios fueron dispensados en tubos de cultivo de 150 x 

25 mm. Como fuente de Si se utilizó el producto comercial Nutrifol® Silicato de Potasio, el 

cual muestra en la etiqueta un contenido de SiO2 de 20,75% (Si = 9,70%) y K2O de 8,30% 

(K = 6,89%). Para balancear los iones presentes en los diferentes medios de cultivo, se 

decidió modificar la concentración de KNO3, y ajustar el NO3
- 
faltante con HNO3 en cada 

uno de los casos. Se tomaron muestras de estos medios de cultivo para el respectivo análisis 

de su contenido de minerales (después del autoclavado), incluyendo los contenidos de Si. 

Se subcultivaron brotes de aproximadamente 0,2 - 0,4 g de peso fresco en los distintos 

tratamientos, y se procedió a cuantificar diferentes parámetros fisiológicos de crecimiento, 

eficiencia fotosintética y peroxidación de lípidos a los 0, 7, 14 y 23 días después del cultivo 

en los medios con Si adicional. 

Para la cuantificación del crecimiento, se determinó el peso fresco, peso seco, 

contenido de agua, número de brotes cloróticos, número de brotes necróticos, y el aumento 

en la brotación a los 0, 7, 14 y 23 días después de inducidos los tratamientos. Por otro lado, 

para la cuantificación de la eficiencia fotosintética, se utilizó un fluorómetro de clorofila 

para determinar la eficiencia máxima del fotosistema II (PSII) bajo un flujo constante de 

fotones (Fvˈ/Fmˈ), y bajo oscuridad (Fv/Fm). Para la cuantificación de la peroxidación de 

lípidos, se determinó colorimétricamente el contenido de sustancias reactivas con el ácido 

tiobarbitúrico, principalmente malondialdehído (MDA). Adicionalmente, como parámetro 
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de oxidación, se evaluó el grado de oscurecimiento del medio de cultivo por medio de una 

escala visual. Además, se tomaron muestras de brotes para la determinación de los 

contenidos de Si en los tejidos a los 23 días de cultivo en los tratamientos.  

Los datos obtenidos a partir del análisis químico de los medios de cultivo, con 50 y 

100 mg L
-1

 Si, mostraron que los contenidos de Si fueron mayores con respecto a lo que en 

teoría deberían contener; sin embargo, se observa una tendencia creciente de las 

concentraciones de Si en cada uno de los medios en concordancia con los valores teóricos. 

Otros iones también presentaron diferencias en cuanto a su contenido teórico, de los cuales, 

cabe resaltar el caso del amonio, nitrato, potasio, hierro y sodio. En el caso del nitrato, se 

obtuvieron contenidos considerablemente mayores en los medios con Si, por lo que no se 

descarta el posible efecto que esto podría tener sobre las variables evaluadas. En el caso del 

sodio, si bien los contenidos son considerablemente mayores con respecto al valor teórico 

en todos los medios de cultivo utilizados, no se encontraron reportes que dichos contenidos 

sean fitotóxicos. Por otro lado, se considera que la variación obtenida en los demás iones 

corresponde a rangos normales de variación instrumental. En cuanto a los resultados 

obtenidos a partir de los análisis de contenidos de Si en los tejidos, se observa una cantidad 

de Si creciente, en miligramos por kilogramo de tejido, a dosis también crecientes del 

elemento en el medio de cultivo. 

A los 23 días de cultivo, los explantes de Dendrocalamus giganteus cultivados con 

50 mg L
-1

 de Si en el medio de cultivo presentaron significativamente mayor peso fresco y 

seco con respecto al testigo (0 mg L
-1

 Si; p < 0,01) y con la medida inicial (0 días; p < 

0,05). Por el contrario, los explantes cultivados en ausencia de Si adicional mostraron una 

reducción significativa en el contenido de agua a partir del día 7, la cual se hizo más 

pronunciada en la evaluación del día 23. Los explantes de D. giganteus que fueron 

cultivados con ambas concentraciones de Si adicional produjeron una mayor cantidad de 

brotes por explante que el testigo a los 14 y 23 días de cultivo. En cuanto a la aparición de 

necrosis en los brotes, únicamente los explantes cultivados con 100 mg L
-1

 de Si 

presentaron un porcentaje de brotes necróticos significativamente menor con respecto al 

testigo en el día 14 (p < 0,05) y en el día 23 (p < 0,01). Las variables longitud de explante y 

porcentaje de brotes cloróticos por explante, no presentaron diferencias significativas con 

respecto al testigo. El estado general de los brotes no presentó diferencias a nivel visual. 
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En cuanto a la determinación de la eficiencia fotosintética, los explantes cultivados 

con Si en el medio de cultivo presentaron mayores eficiencias del PSII, con diferencias más 

marcadas con respecto al testigo, cuando el PSII fue aclimatado por 30 minutos (QA 

oxidada). 

No se detectaron diferencias significativas entre los distintos tratamientos con Si 

con respecto al testigo, ni a lo largo del tiempo. Solamente se encontraron casos aislados de 

hiperhidricidad, que podrían dar indicio de que los explantes sufren un estrés oxidativo. El 

oscurecimiento del medio tampoco mostró relación con las otras variables. Por lo tanto, es 

probable que en los explantes de D. giganteus utilizados en el experimento, la peroxidación 

de lípidos no fuese un factor determinante en la eficiencia de su micropropagación, pues no 

se encontró relación entre los contenidos de MDA en sus tejidos con respecto a las distintas 

variables medidas. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Después del oxígeno, el silicio (Si) es el segundo elemento más abundante en la 

corteza terrestre (Snyder et al. 2007). El Si se ha visto como un elemento esencial en 

numerosas especies pertenecientes a las familias Poaceae y Cyperaceae (Shen et al. 2010). 

Se ha comprobado que la aplicación de Si en distintos cultivos posee efectos beneficiosos, 

porque cumple distintas funciones de índole tanto estructural como química, desde la 

perspectiva de la resistencia de la planta a estreses bióticos (i.e. daños por insectos, 

penetración de patógenos) y abióticos (i.e. oxidación, toxicidad, salinidad, desbalances 

nutricionales, déficit hídrico, anoxia) (Ma y Yamaji 2008).  Factores propios del cultivo in 

vitro de plantas, como la alta concentración de sales, exceso de agua, desbalances de iones, 

exposición a reguladores de crecimiento, daños mecánicos producto de la manipulación, y 

exposición a agentes antimicrobianos pueden inducir distintos tipos de estrés fisiológico 

que pueden afectar la eficiencia y homogeneidad en micropropagación de plantas (Cassells 

y Curry 2001).  

Dendrocalamus giganteus Munro es una especie de bambú, cuyo género es  

originario de la India y del sureste asiático, y posee potencial económico como material de 

construcción (Lima et al. 2008) y por sus brotes comestibles (Choudhury et al. 2012) 

principalmente. En general, los distintos géneros y especies de bambú son acumuladores de 

silicio (Lux et al. 2003). 

Numerosos estudios han probado el efecto del Si en campo (Snyder et al. 2007); sin 

embargo, se encontraron pocos reportes en la literatura sobre su uso como nutriente en el 

cultivo in vitro. Por ejemplo, se ha utilizado el Si en el medio de cultivo para la 

micropropagación de Cattleya loddgesii (Orquidaceae) (Soares et al. 2011), Gerbera 

jamesonii (Asteraceae) (Silva 2007), Fragaria x ananassa (Rosaceae) (Braga et al. 2009), 

Cotoneaster wilsonii (Rosaceae) (Sivanesan et al. 2011) y en Musa sp. variedad “Maça” 

(Asmar et al. 2011), en donde se han obtenido efectos beneficiosos, como aumentos en 

crecimiento y en otras variables morfológicas y fisiológicas. El presente trabajo busca 

determinar el efecto de la aplicación de Si en el medio de cultivo sobre distintos parámetros 

fisiológicos (peroxidación de lípidos, eficiencia fotosintética y crecimiento) en 

Dendrocalamus giganteus en la etapa de establecimiento in vitro.  
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ANTECEDENTES 

El Si en el ecosistema y su acumulación en plantas 

 

Después del oxígeno, el Si es el segundo elemento más abundante en la corteza 

terrestre (Snyder et al. 2007); sin embargo, es un elemento frecuentemente ignorado en 

tanto a su función en el ecosistema. Cooke y Leishman (2011) señalan que la mayor parte 

de la información acerca de la función del Si en las plantas proviene de investigaciones en 

agronomía, bioquímica, geología, arqueología y paleontología; pero que a pesar de la 

información disponible al respecto, no ha existido un grado de enfoque e integración 

suficiente en el área de ecología vegetal, para determinar la función de los ciclos 

biogeoquímicos del Si. No obstante, recientemente Song et al. (2012) concluyen que el 

ciclo geoquímico del Si se encuentra usualmente acoplado al del carbono en diferentes 

procesos y escalas de tiempo, por lo que podría jugar un rol importante en la regulación de 

las concentraciones de dióxido de carbono atmosférico, y por lo tanto podría tener impacto 

sobre el cambio climático. Por otro lado, Keller et al. (2012), además de concordar con lo 

mencionado anteriormente, discuten la posibilidad de que la actividad agrícola ha tenido un 

impacto significativo sobre el ciclo de carbono, no solamente por las emisiones de gases de 

efecto invernadero, sino que por la reducción del reservorio de fitolitos (i.e. estructuras de 

Si amorfo formadas durante la asimilación en tejidos vegetales), causada por una extracción 

más eficiente del Si del suelo por parte de plantas cultivadas, en comparación con la 

remoción de Si por parte de plantas silvestres.  

El Si disponible para las plantas se encuentra en el suelo en forma de ácido silícico 

[Si(OH)4], o en su forma ionizadada, Si(OH)3O
-
 (la cual predomina a pH > 9), y su 

presencia en las plantas es producto de su absorción en las formas antes mencionadas, y por 

su polimerización controlada en alguna ubicación final en forma de un gel amorfo (SiO2 ● 

nH2O), formando fitolitos (Currie y Perry 2007). El Si es absorbido por las plantas de 

forma activa (i.e. por medio de transportadores), pasiva (i.e. por medio de la absorción de 

agua y translocado por el flujo de transpiración) o negativa (i.e. rechazándolo), 

dependiendo de la capacidad de absorción de este elemento que poseen las distintas 

especies de plantas (Mitani y Ma 2005). Yamaji et al. (2012) mencionan que recientemente 

se han identificado transportadores específicos de Si en raíces de cebada (Hordeum 



12 

 

 

 

vulgare), maíz (Zea mays), calabaza (Cucurbita moschata), arroz (Oryza sativa) y trigo 

(Triticum aestivum). El primer transportador se identificó en arroz (Ma et al. 2006), y es 

llamado Lsi1 (Low silicon 1). Lsi1 se encarga del influjo de Si hacia las células, y es una 

proteína de membrana que pertenece a la subfamilia de proteínas parecidas a las 

acuaporinas (aquaporine like proteins en inglés); se encuentra localizado en las raíces 

principales y en las laterales, en el extremo distal de las células de la exo y endodermis. El 

otro transportador, Lsi2, posee propiedades parecidas a Lsi1, a diferencia de que Lsi2 se 

encuentra en el extremo proximal de las células de la exo y endodermis de la raíz, y se 

encarga el eflujo de Si de las células. Luego del transporte transcelular por medio de Lsi1 y 

Lsi2, el Si es depositado en el xilema y traslocado por medio del flujo transpiracional (Ma 

et al. 2011).  

El Si se ha visto como un elemento esencial en numerosas especies pertenecientes a 

las familias Poaceae y Cyperaceae (Shen et al. 2010). Otras familias de plantas, como 

Cucurbitaceae, Urticaceae y Commelinaceae, presentan acumulaciones intermedias de Si 

en sus órganos, mientras que otras especies presentan pequeñas cantidades del elemento 

(figura 1). La acumulación de Si en diferentes especies de bambú se encuentra 

documentada (Lux et al 2003; Ding et al. 2008; Collin et al. 2011).  Específicamente, en 

Dendrocalamus giganteus se reportan contenidos de Si en la base del tallo de 2570 ± 1589 

mg kg
-1

 (0,2570%), en parte distal del tallo de 12152,4 ± 3505 mg kg
-1

 (1,2153%) y en las 

hojas de 47207,4 ± 1215 mg kg
-1

 (4,7207%) (Collin et al. 2011), por lo que se podría 

considerar a esta especie como una acumuladora de Si, para la cual, eventualmente podría 

ser beneficioso aplicar este elemento en medios de cultivo in vitro para su 

micropropagación. 
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Figura 1. Distribución de plantas acumuladoras de silicio en el reino Plantae (tomado de Epstein 1999). 

 

Parámetros fisiológicos para la determinación del grado de estrés en plantas 

 

La micropropagación de plantas induce diferentes tipos de estrés fisiológico que 

pueden afectar al organismo vegetal y, por lo tanto, comprometer su crecimiento, desarrollo 

y homogeneidad (Cassels y Curri 2001). Es importante, entonces, contar con herramientas 

para poder caracterizar diferentes fenómenos que ocurren durante la micropropagación de 

plantas.  
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Por ejemplo, uno de estos fenómenos es el estrés oxidativo, el cual es causado por 

especies de oxígeno reactivo (llamados también radicales libres, o ROS en inglés –reactive 

oxygen species-). Los radicales libres son producidos de forma natural como parte del 

metabolismo aeróbico de las plantas, y algunos están presentes en el ambiente (Ahmad et 

al. 2008). Las principales especies de oxígeno reactivo son el oxígeno (O2), el radical 

perhidroxilo (HO
•
2), el peróxido de hidrógeno (H2O2), el hidroxilo (OH

•
) y el ión óxido  

(O
2-

). Estas sustancias son producidas en mayor cantidad en respuesta a distintos tipos de 

estrés, y funcionan como señales para reacciones de defensa; sin embargo, los radicales 

libres también reaccionan con distintos componentes celulares, principalmente con 

proteínas, ácidos grasos insaturados y ADN (Møller et al. 2007), lo cual provoca 

modificaciones y, de este modo, causan estrés oxidativo. La peroxidación de lípidos es un 

indicador de estrés oxidativo en tejidos. Dicha peroxidación puede ser determinada por 

medio del método de  las sustancias reactivas con el ácido tiobarbitúrico (TBARS 

thiobarbituric acid reactive substances en inglés) (Hodges et al. 1999). La principal 

sustancia producida y, cuyo contenido es posible determinar, es el malondialdehído 

(MDA), el cual es formado cuando las especies de oxígeno reactivo reaccionan con los 

ácidos grasos insaturados de las membranas celulares. El MDA dentro de la planta es 

tóxico, ya que puede modificar el ADN al reaccionar con la guanina (Møller et al. 2007), y 

con proteínas y aminoácidos (Shin et al. 2009).   

La fluorescencia es un parámetro fisiológico utilizado ampliamente en plantas para 

analizar principalmente el funcionamiento del fotosistema II (PSII). La luz posee tres vías 

principales a la hora de ser absorbida por las antenas y dirigida hacia el centro de 

reacciones: puede ser utilizada para desencadenar las reacciones fotoquímicas, puede ser 

reflejada en forma de calor o bien, ser reflejada en forma de fluorescencia (Baker 2008). Si 

el PSII se ve afectado por alguna condición ambiental, es de esperar que menor cantidad de 

luz pase a ser parte de las reacciones fotoquímicas y, por el contrario, la planta disipe 

mayor cantidad de luz en forma de fluorescencia (o bien calor). La diferencia entre 

determinar la razón de Fvˈ/Fmˈ y la de Fv/Fm, es que en el primer caso, se determina la 

reflexión de luz causada por el fotosistema II (PSII) en un estado en el que la quinona A 

(QA, el principal aceptor de electrones provenientes del PSII) se encuentra en su estado 

máximo de reducción, o cerrado (i.e. saturado con electrones), y en el segundo caso, se 
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determina la reflexión de luz del PSII cuando la QA se encuentra totalmente oxidada, o 

abierta (i.e. sin flujo de electrones); en sendas situaciones, esta razones dan cuenta de la 

eficiencia del PSII para recibir luz y procesarla para ser utilizada en las reacciones químicas 

que dan origen a la fotosíntesis (Baker 2008). Es decir, entre mayor sea el valor de 

fluorescencia máxima (Fm), significa que mayor es la cantidad de luz que es reflejada, el 

valor que resulta de dicha razón será más bajo y, a su vez, indicativo del estado de estrés 

que posee una planta (Baker 2008) por una regulación negativa de la fotosíntesis o 

fotoinhibición (Öquist et al. 1992). 

El Si y su rol en la mitigación del estrés  

 

Se ha reportado que la aplicación de Si en distintos cultivos posee efectos 

beneficiosos, porque cumple distintas funciones de índole estructural y bioquímica, desde 

la perspectiva de la resistencia de la planta a estrés biótico (i.e. daños por insectos, 

penetración de patógenos) y abióticos (i.e. oxidación, toxicidad, salinidad, desbalances 

nutricionales, déficit hídrico, anoxia) (Ma y Yamaji 2008). Chen et al. (2011) encontraron 

que al aplicar el elemento de forma exógena en arroz bajo condiciones de déficit hídrico, se 

redujo la fluorescencia máxima. El Si, al ser depositado bajo la cutícula, forma una doble 

capa silícea (Ma y Yamaji 2008), que limita la traspiración a través de la misma, lo cual 

mejora la condición hídrica de la hoja (Gong et al. 2003).  

Por otro lado, en cuanto a desbalances nutricionales y toxicidades por metales 

pesados, en la literatura se encuentra registrado el efecto positivo del Si aplicado de forma 

exógena en la mitigación de estos tipos de estrés. Marschner et al. (1990) detectaron una 

mitigación de un desbalance entre el fósforo y el zinc por parte del Si en Cucumis sativus. 

Por otro lado, el Si es principalmente incorporado en las paredes celulares, y en este 

proceso, puede ocurrir co-precipitación del Si con aluminio y metales pesados en dichas 

paredes celulares, por lo que se cree que este es el mecanismo por el cual el Si ayuda a 

mitigar toxicidades con esos elementos (He et al. 2014)  

Uno de los efectos estudiados, respecto a la función del Si en la mitigación de la 

peroxidación de lípidos por causa del daño oxidativo, es el aumento de la actividad de 

distintas enzimas que capturan especies de oxígeno reactivo, como catalasa, peroxidasa y 
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superóxido dismutasa; además, el Si promueve la acumulación de antioxidantes no 

enzimáticos como el ascorbato y la glutationa (Liang et al. 2007). 

El estrés fisiológico en la micropropagación de plantas 

 

Existen distintas condiciones propias del cultivo in vitro que pueden generar estrés 

en las plantas y, posteriormente, podrían causar distintas anomalías en el cultivo de tejidos. 

Factores propios de la micropropagación, como alta concentración de sales, exceso de agua, 

deficiencias o toxicidades de iones, exposición a reguladores de crecimiento, daños 

mecánicos por la manipulación de explantes y exposición a agentes antimicrobianos, 

pueden causar diferentes tipos de efectos, como hiperhidricidad, habituación, necrosis, 

variación somaclonal (Cassells y Curry 2001) y oscurecimiento de tejidos y medios de 

cultivo (Azofeifa 2009). Un estudio hecho por Balen et al. (2009) en Mammillaria gracilis 

(Cactaceae) determinó que condiciones, como la alta humedad relativa y cantidad de agua 

libre en el medio, causan que la planta posea una alta absorción de agua y baja 

transpiración. Lo anterior crea una condición celular cercana a la anoxia y, a su vez, estrés 

oxidativo.  

Uso del Si en la micropropagación de plantas  

 

Numerosos estudios han probado el efecto del Si en campo (Snyder et al. 2007); sin 

embargo, también se encontraron varios reportes sobre el uso del Si como nutriente en el 

cultivo in vitro de plantas. En un estudio, Silva (2007) probó distintas fuentes de Si para 

optimizar el desarrollo y crecimiento in vitro de Gerbera jamesonii. Los resultados 

mostraron que el silicato de calcio a una concentración de 1,0 g/l tuvo influencia en un 

mejor desarrollo de los tejidos in vitro; además, el análisis anatómico de las hojas mostró 

que, en presencia de silicato de potasio y de calcio, estas presentaron un mayor grosor del 

mesófilo y una relación entre el diámetro polar y el ecuatorial menor (i.e. tendían a ser más 

anchas que largas) y que la presencia de silicato de sodio promovió la formación de mayor 

número de estomas.  Braga et al. (2009) estudiaron características anatómicas de plántulas 

de Fragaria x ananassa (Rosaceae) cultivadas en medios MS (Murashige y Skoog 1962) a 

los cuales se les añadió silicatos de potasio, calcio y sodio. Se observó que las plantas a las 

que se les aplicó silicato de sodio, aumentaron su peso seco; además, en comparación con 
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el testigo, las hojas de las plantas que crecieron con Si en el medio de cultivo tuvieron 

mayor cantidad de clorofila, mayor grosor, mayor deposición de cera epicuticular y mayor 

deposición de Si en sus células. Sivanesan et al. (2011) probaron la aplicación de Si en 

forma de silicato de potasio (K2SiO4) en cultivo in vitro de Cotoneaster wilsonii 

(Rosaceae). El elemento fue añadido en la etapa de multiplicación, en un medio MS con 0,5 

mg L
-1

 de thidiazuron (TDZ) y 0,1 mg L
-1

 de ácido 1-naftalenacético (ANA), con tres 

distintas concentraciones (0, 50 y 100 mg L
-1

) de Si, con el fin de observar el efecto del 

mismo en la peroxidación de lípidos y en la hiperhidricidad en los explantes causados por 

estrés oxidativo. Los resultados mostraron una reducción significativa en la producción de 

MDA y de brotes hiperhídricos, mostrando así el efecto del Si en cuanto a la respuesta de la 

planta ante las condiciones de estrés abiótico que brinda el cultivo in vitro. Posteriormente, 

diferentes fuentes comerciales de Si disponibles en Brasil fueron aplicadas en medios de 

cultivo para Cattleya loddgesii (Orquidaceae) para observar su efecto sobre diferentes 

parámetros de crecimiento y multiplicación de la especie (Soares et al. 2011). Los 

resultados en este caso mostraron mayor altura de los explantes, además de mayor longitud 

y número de raíces en comparación con el testigo. Por otro lado, en micropropagación de 

plantas de banano de la variedad “Maçã”, Asmar et al. (2011) aplicaron los mismos 

silicatos mencionados anteriormente, a un medio MS, en donde los resultados mostraron 

una mayor cantidad de clorofila a y b en presencia de silicato de calcio, y el silicato de 

sodio promovió mayor altura, peso fresco y seco en las plántulas.   

Otros reportes sobre el uso de Si en cultivo in vitro incluyen especies como Picea 

abies (Prabagar et al. 2011), Phragmites australis (Máthé et al. 2012), Salvia splendens 

(Soundararajan et al. 2013), Anthurium cv. Rubi (Gomes-Dias et al. 2014) y Ajuga 

multiflora (Sivanesan y Jeong 2014). Sin embargo, no se encontró ningún reporte del uso 

de Si en cultivo in vitro de ninguna especie de bambú.   

La micropropagación de Dendrocalamus giganteus Munro.  

 

D. giganteus Munro es una especie de bambú, cuyo género es  originario de la India 

y del sureste asiático, y posee potencial económico como material de construcción (Lima et 

al. 2008) y por sus brotes comestibles (Choudhury et al. 2012). Además, dado lo 

mencionado anteriormente acerca de la importancia del Si en el ciclo geoquímico del 
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carbono, posiblemente resulte en un componente importante a incluir en distintos agro-

ecosistemas, por ser una especie acumuladora de Si. De hecho, Ding et al. (2008) sugieren 

la importancia, en general, de las distintas especies de bambú en cuanto a su contribución 

en el ciclo geoquímico global del Si, y por lo tanto, del carbono. El cultivo in vitro de 

bambú permite la propagación masiva de individuos en un menor tiempo, libres de 

enfermedades y con mayor homogeneidad.  En la literatura se pueden encontrar reportes de 

casos de cultivo in vitro de esta especie a partir de segmentos nodales (Ramanayake y 

Yakandawala 1997; Ramanayake et al. 2001; Limei 2003), y de callo inducido a partir de 

tallos, brotes y raíces (Ramanayake y Wanniarachchi 2003). 

En el Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS) de la 

Universidad de Costa Rica se han desarrollado protocolos para la micropropagación de 

bambú de las especies Guadua angustifolia (Jiménez et al. 2006) y Dendrocalamus 

giganteus (A. Holst-Sanjuán, 2014)
1
. Sin embargo, se han detectado anomalías en el cultivo 

in vitro de Dendrocalamus giganteus, por ejemplo, una necrosis descendente (figura 2), y 

un crecimiento lento de explantes que reducen la eficiencia de la micropropagación. Estas 

anomalías fue posible mitigarlas por medio de la duplicación de los macronutrientes (N, P, 

K, Ca, Mg) del medio MS (A. Holst-Sanjuán 2012)
2
. Lo anterior da indicios de que las 

anomalías son producto de un desbalance nutricional, por lo cual, actualmente se está 

investigando en esta línea (M. Viñas-Meneses 2014)
3
. Si bien se han obtenido resultados 

positivos al realizar dicho cambio en la composición de nutrientes, la necrosis y el lento 

crecimiento continúan siendo un problema en el cultivo in vitro de D. giganteus en el  

CIGRAS. Waikhom y Louis (2014) han recomendado realizar experimentos con Si para 

mejorar la eficiencia para la micropropagación de dos especies de bambú, Bambusa tulda  y  

Melocanna baccifera.  

 

 

                                                           
1
 Holst-Sanjuán, A. 2014. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas, Universidad de Costa Rica. (En 

proceso de publicación).  
2
 Holst-Sanjuán, A. 2012. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas, Universidad de Costa Rica 

(Comunicación personal).  
3
 Viñas-Meneses, M. 2014. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas, Universidad de Costa Rica 

(Comunicación personal). 
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Figura 2. Necrosis descendente en explantes de Dendrocalamus giganteus cultivados in vitro. La fotografía 

fue tomada a los 21 días de cultivo.  

Justificación del trabajo 

 

Dendrocalamus giganteus es una planta con potencial económico y agroecológico. 

Además, al ser acumuladora de Si, podría contribuir al ciclo de carbono en sitios, por 

ejemplo, en proceso de regeneración. Es por ello que resulta importante mejorar la 

eficiencia de los protocolos para su micropropagación, y de este modo, facilitar su 

incorporación en distintos ecosistemas, incluyendo agro-ecosistemas. Dados los reportes en 

la literatura acerca de la importancia de este elemento en ciertas especies de plantas, tanto 

monocotiledóneas como dicotiledóneas, se deduce la posibilidad de obtener efectos de este 

elemento sobre explantes de D. giganteus cultivados in vitro. A pesar de ser considerada 

una planta acumuladora de Si, no se encontró información en la literatura acerca de la 

aplicación de Si en el cultivo in vitro de ninguna especie de bambú. Por esta razón, el 

presente trabajo pretende caracterizar por medio de distintos parámetros fisiológicos los 

efectos de la aplicación de Si, tomando en cuenta que en otras especies monocotiledóneas 

se han obtenido efectos beneficiosos que, de reproducirse en el cultivo in vitro de 

Dendrocalamus giganteus, podrían mejorar la eficiencia de la micropropagación de esta 

especie. Por otro lado, la información que se obtenga de este trabajo contribuiría a la línea 

de investigación que se encuentra en desarrollo actualmente en el CIGRAS, en cuanto a la 
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nutrición mineral de esta especie en condiciones in vitro. Este aspecto, en muchas 

ocasiones, es obviado utilizando un solo medio base para especies con necesidades 

nutricionales distintas.  

 

OBJETIVOS 

Objetivo general 

 

Determinar el efecto de la aplicación de Si en el medio de cultivo sobre distintos 

parámetros fisiológicos en Dendrocalamus giganteus en la etapa de establecimiento in 

vitro. 

 

Objetivos específicos  

 

1. Determinar el efecto de la aplicación de Si en el medio de cultivo sobre el 

crecimiento y el contenido de agua en explantes de Dendrocalamus giganteus en la 

etapa de establecimiento in vitro. 

2. Determinar el efecto de la aplicación de Si en el medio de cultivo sobre la eficiencia 

máxima del fotosistema II (Fvˈ/Fmˈ) en explantes de Dendrocalamus giganteus en 

la etapa de establecimiento in vitro. 

3. Determinar el efecto de la aplicación de Si en el medio de cultivo sobre la 

peroxidación de lípidos en explantes de Dendrocalamus giganteus en la etapa de 

establecimiento in vitro. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Localidad y financiamiento 

 

El experimento fue realizado el Laboratorio de Biotecnología del Centro para 

Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS) de la Universidad de Costa Rica (UCR), 

en San Pedro de Montes de Oca, San José. Este trabajo se enmarcó dentro del proyecto 

código 734-A8-147, inscrito en el CIGRAS. Además, se recibió financiamiento por parte 

de la Vicerrectoría de Investigación de la UCR mediante el Fondo de Apoyo a Trabajos 

Finales de Graduación de Estudiantes de Grado (Licenciatura). Finalmente, el Laboratorio 

de Suelos y Foliares del Centro de Investigaciones Agronómicas (CIA) de la UCR financió 

los análisis químicos de los medios de cultivo y de tejidos vegetales.  

 

Introducción y establecimiento in vitro de explantes de Dendrocalamus giganteus 

 

Para la introducción y cultivo in vitro se utilizaron explantes de Dendrocalamus 

giganteus de plantas provenientes del invernadero del CIGRAS. Se cortaron porciones de 

tallo (3 cm de longitud, 3-6 mm de diámetro) que contenían una yema, se les removió la 

vaina y la lígula para exponer la yema, y se colocaron en agua destilada. Posteriormente, se 

lavaron los explantes cepillándolos suavemente en agua de grifo. Luego, se colocaron en 

agitación por 10 minutos en Extran® (Merck, Darmstadt, Alemania) al 0,1%. Una vez 

lavados los explantes, se colocaron en una solución de Vanodine® (yodóforo) (Pfizer, 

Lancashire, Inglaterra) a una concentración de 3 ml L
-1

 por 10 minutos en agitación. A 

continuación, se colocaron en una solución de Agrimycin® (estreptomicina y terramicina) 

(Pfizer, Toluca, México)  y Benomil 50 WP® (benomil) (Cafesa, San José, Costa Rica) 

cada uno a una concentración de 2 g L
-1

 por 50 minutos en agitación. Después, se colocaron 

en una solución de hipoclorito de sodio al 1,3% con 2 gotas de Tween 20® (Merck-

Schuchardt, Hohenbrunn, Alemania) por cada 100 ml de solución, por 10 min en agitación. 

Por último, en cámara de flujo laminar, se realizaron tres lavados con agua destilada estéril.  

El medio de cultivo utilizado para el establecimiento de los explantes estuvo 

compuesto por las sales y vitaminas del medio MS (Murashige y Skoog 1962), 
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suplementado con 0,5 mg L
-1 

de tidiazurón (TDZ), y 2 g L
-1

 de
 
Phytagel® (como agente 

gelificante) (Sigma-Aldrich, Missouri, E.E.U.U.). Luego de ajustar el pH a 5,8, se dispensó 

15 ml de medio en tubos de cultivo de 150 x 25 mm, y se autoclavó por 20 minutos a 121ºC 

y 1,5 kg cm
-2

.  

A los explantes, una vez desinfectados, se les eliminaron los extremos necrosados 

con navaja en cámara de flujo laminar, y se introdujeron en los tubos en posición vertical, 

con la yema en contacto con la superficie del medio de cultivo. Se introdujeron un total de 

144 segmentos nodales. Los tubos fueron cerrados con tapa de plástico y sellados con una 

capa de plástico adhesivo para alimentos. Los explantes permanecieron en oscuridad por 

una semana. Luego se transfirieron a un cuarto de crecimiento con un fotoperiodo de 12 

horas, a 27,1 µmol m
-2

 s
-1

 (Sylvania Octron 4100K) de luz y a 25±2ºC de temperatura 

ambiental. Los explantes fueron subcultivados una vez por mes al medio de cultivo antes 

descrito, durante tres meses. El subcultivo consistió en la remoción de extremos necrosados 

de los segmentos nodales con navaja, hasta que después de tres subcultivos se eliminaron 

totalmente los tejidos de la planta madre. Posteriormente, los subcultivos consistieron en la 

remoción de brotes necróticos, y de un corte en la base de dichos brotes para exponer el 

xilema al medio de cultivo. 

 Debido a la alta contaminación inicial observada (>50%), se decidió continuar 

utilizando los explantes introducidos anteriormente, pero en la fase de multiplicación. Para 

ello, se indujo la brotación de los segmentos nodales como se indica a continuación. 

Después de tres meses de establecimiento, se preparó el medio MS descrito anteriormente, 

pero con el doble de los macronutrientes y sin gelificante (medio liquido); luego de ajustar 

el pH a 5,8, se dispensó 15 ml de medio en tubos de cultivo de 150 x 25 mm, y se autoclavó 

por 20 minutos a 121ºC y 1,5 kg cm
-2

. Los brotes se colocaron en este medio, y se 

realizaron subcultivos cada 21 días. Se realizó un total de cinco subcultivos. Los tubos 

fueron cerrados con tapa de plástico, y sellados con plástico adhesivo para alimentos. Los 

subcultivos consistieron en la remoción de brotes necróticos, y la realización de un corte en 

la base para exponer el xilema al medio de cultivo. Después del quinto subcultivo, se 

transfirieron los brotes a un sistema de inmersión temporal (RITA®) con 200 ml del mismo 

medio de multiplicación, con ciclos de inmersión de un minuto cada cuatro horas, y bajo las 

mismas condiciones lumínicas y de temperatura antes descritas. Los brotes fueron 
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transferidos a cada recipiente del sistema de inmersión temporal, aplicando el mismo 

procedimiento de subcultivo descrito anteriormente. Los brotes permanecieron en estas 

condiciones durante dos meses.  

 

Experimento de aplicación de Si en el medio de cultivo 

 

Antes de realizar el experimento de aplicación de Si al medio de cultivo, los 

explantes fueron transferidos del sistema de inmersión temporal a tubos de cultivo de 150 x 

25 mm con el medio de multiplicación antes descrito. Los tubos fueron cerrados con tapa 

de plástico, y sellados con plástico adhesivo para alimentos, y colocados en un cuarto de 

crecimiento con un fotoperiodo de 12 horas, con 27,1 µmol m
-2 

s
-1

 (Sylvania Octron 

4100K) de luz y a 25±2ºC. Se mantuvieron estas condiciones durante seis semanas con un 

subcultivo a las tres semanas. Este consistió en la remoción de brotes necróticos, y la 

realización de un corte en la base para exponer el xilema al medio de cultivo. 

Para el experimento se prepararon tres medios de cultivo, utilizando como base el 

medio de multiplicación MS que se describió anteriormente (con el doble del contenido de 

macronutrientes), suplementado con las diferentes dosis de Si (50 y 100 mg L
-1

 Si) y un 

testigo (0 mg L
-1

 Si), y sin gelificante (medio líquido). Como fuente de Si se utilizó el 

producto comercial Nutrifol® Silicato de Potasio
4
 (Agrotico, Costa Rica), el cual muestra 

en la etiqueta un contenido de SiO2 de 20,75% (Si = 9,70%) y K2O de 8,30% (K = 6,89%). 

Para balancear los iones presentes en los diferentes medios de cultivo, se decidió modificar 

la concentración de KNO3, y ajustar el NO3
- 
faltante con HNO3 en cada uno de los casos 

(anexo 1). El ajuste con HNO3 además previene la polimerización del Si proveyendo un 

medio ácido (B.R. Jeong 2014)
5
. Luego de ajustar el pH a 5,8 con NaOH 1M y HCl 1M 

según el caso, se dispensó 15 ml de medio en tubos de cultivo de 150 x 25 mm, y se 

autoclavó por 20 minutos a 121ºC y 1,5 kg cm
-2

. Los explantes fueron subcultivados en 

cada uno de los medios con las distintas concentraciones de Si; en ese momento se 

eliminaron los brotes necróticos, se les realizó un corte en la base para exponer el xilema y 

se colocaron explantes de 0,2 - 0,4 g de peso fresco en cada uno de los tubos de forma 

aleatoria. Los tubos fueron cerrados con tapa de plástico, y sellados con plástico adhesivo 

                                                           
4
 Fórmula líquida preparada a partir de sal de potasa (PQ Corporation, E.E.U.U.) 

5
 Jeong, B.R. 2014. Chinju, Corea del Sur, Universidad Nacional de Gyeonsang (Comunicación personal) 
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para alimentos, y colocados en cuarto de crecimiento con un fotoperiodo de 12 horas, con 

27,1 µmol m
2 

s
-1

 (Sylvania Octron 4100K) de luz y a 25±2ºC.   

 

Análisis químico de medios de cultivo y tejidos vegetales  

 

 Con el fin de verificar el balance de iones presentes en los diferentes medios de 

cultivo utilizados en el experimento, se tomaron 25 ml de cada uno después de haber sido 

autoclavados, y fueron enviados al Laboratorio de Suelos y Foliares del Centro de 

Investigaciones Agronómicas (LSF-CIA), Universidad de Costa Rica, para la 

determinación del contenido de nutrientes (anexo 2.1).  

 Para verificar la cantidad de Si en los tejidos de los explantes, se tomaron los  brotes 

y se lavaron con agua tipo I. Se colocaron en una estufa (Venticell, MMM Group, 

Alemania) a 60ºC por 72 horas, y se enviaron al laboratorio antes mencionado para la 

respectiva determinación de contenidos de Si en mg de Si por kg de tejido (anexo 2.2). 

 Por último, las soluciones utilizadas para balancear los contenidos de NO3
- 
y K

+
 en 

los distintos medios de cultivo (HNO3 65% 
v
/v y KNO3 10% 

p
/v), así como el silicato de 

potasio, fueron enviados para su respectivo análisis químico al LSF-CIA, y determinar los 

contenidos NO3
,
 K y Si en cada una (anexo 2.3).  

 

Evaluación del crecimiento, contenido de agua, necrosis y clorosis 

 

Se procedió a cuantificar diferentes parámetros fisiológicos de crecimiento a los 0, 

7, 14 y 23 días después de inducidos los tratamientos. Las variables porcentaje de 

brotación, longitud de brote, porcentaje de brotes cloróticos y necrosados, fueron 

cuantificadas a partir de los mismos brotes en cada una de las evaluaciones. Las variables 

de masa seca y fresca, fueron cuantificadas extrayendo cinco brotes de cada tratamiento en 

cada semana, según el método descrito por Guevara y Jiménez (1998), para determinar 

tanto el contenido de agua como la biomasa total. En este caso, los explantes fueron 

colocados en sobres de papel y sometidos a 60ºC por 72 horas en una estufa (Venticell, 

MMM Group, Alemania). El peso seco en gramos fue determinado por medio de una 

balanza analítica (XA-220/X, Radwag, España).  
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El contenido de agua (CA) fue calculado del siguiente modo: 

CA (%) = (
pf − ps

pf
) x 100 

 En donde pf se refiere al peso fresco (g) y ps es peso seco (g) del explante.  

 

Evaluación de la máxima eficiencia fotosintética del PSII bajo luz (Fvˈ/Fmˈ) y 

oscuridad (Fv/Fm) 

 

Para la determinación de la máxima eficiencia fotosintética del PSII (fotosistema II) 

bajo un flujo constante de fotones (Fvˈ/Fmˈ), se extrajo un explante de cada tratamiento, a 

los 0, 7, 14 y 23 días después de inducidos los tratamientos, y se determinó la fluorescencia 

máxima y variable a la hoja más joven completamente expandida, con el fluorómetro de 

clorofila JUNIOR-PAM (Walz, Alemania) según las especificaciones del fabricante. Para 

determinar la eficiencia máxima del PSII en hojas bajo oscuridad (Fv/Fm), los mismos 

explantes anteriormente mencionados, se aclimataron por 30 minutos en un frasco de vidrio 

(9 x 5 cm) con agua destilada y cubiertos con una bolsa de tela negra. Posteriormente se 

procedió a determinar la fluorescencia máxima y variable con el mismo equipo.  

 

Evaluación de la peroxidación de lípidos y oscurecimiento del medio 

 

 La peroxidación de lípidos se evaluó por medio del método descrito por Gunes et al. 

(2007) de las sustancias reactivas con el ácido thiobarbitúrico, principalmente 

malondialdehído (MDA). Se maceró 0,5 g de brotes con 5 ml de ácido tricloroacético 

(TCA) al 0,1% (p/v) con mortero y pistilo. Una vez macerados y homogenizados los brotes, 

se centrifugó el extracto a 15000 xg  por 5 minutos en microcentrífuga Centrifuge 5415 R 

(Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Por cada alícuota de 1,0 ml del supernatante se 

agregaron 4,00 ml de TCA al 20% con ácido thiobarbitúrico (TBA) al 0,5% (p/v). Se 

incubaron las muestras a 95ºC en baño maría con agua hirviendo, y se enfriaron 

rápidamente en un baño de hielo. Luego, se centrifugaron las muestras una vez más a 

10000 xg por 10 minutos y al supernatante se le midió la absorbancia a 532 nm con un 

fotocolorímetro Spectronic® 20 Genesys (Spectronic Instruments, E.E.U.U.) y además se 
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determinó el valor de absorbancia no específica a 600 nm. El contenido de MDA se calculó 

de la siguiente forma, utilizando un coeficiente de extinción de 155 mM cm
-1

: 

 

MDA (nmol
ml⁄ ) = (

(A532 − A600)

155000
) x 106 

 Para evaluar el oscurecimiento del medio, se utilizó la escala visual empleada en el 

Laboratorio de Biotecnología de Plantas del CIGRAS para explantes de Dendrocalamus 

giganteus cultivados en medio líquido. Dicha escala está compuesta por números del 1-5, 

en donde 1 representa al medio totalmente translúcido, y 5, es el grado máximo de 

oscurecimiento (figura 3).   

 

   

Figura 3. Escala visual del grado de oxidación del medio. De izquierda a derecha: 0, 1, 2, 3, 4 y 5. Fotografía 

suministrada por C. Acuña-Gutiérrez (Centro para Investigaciones en Granos y Semillas, UCR) 

  

Análisis estadístico de los datos 

 

El diseño experimental fue irrestricto al azar, y la unidad experimental constó de un 

explante de Dendrocalamus giganteus cultivado de forma independiente en un tubo de 

cultivo. Los parámetros longitud de brote, porcentaje de brotación, porcentaje de brotes 

cloróticos y necróticos, y oscurecimiento del medio fueron analizados por medio de un 

ANOVA para medidas repetidas. Las medias fueron comparadas por medio de una 

comparación de Diferencias Honestamente Significativas (DHS) de Tukey (p<0,05) para 

diferentes valores de n (0 mg L
-1

 Si = 7; 50 mg L
-1

 Si = 8; 100 mg L
-1

 Si = 9), pues hubo 
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pérdida de material durante el experimento.  Para disminuir el efecto de datos con valores 

extremos, las variables de porcentaje de aumento en la cantidad de brotes por explante, y 

porcentaje de brotes necróticos por explante fueron sometidas a una transformación (√y) 

para su posterior comparación. 

Las variables de eficiencia máxima del fotosistema II (Fvˈ/Fmˈ y Fv/Fm), 

peroxidación de lípidos, peso fresco y seco, y contenido de agua, fueron analizadas por 

medio de un ANOVA factorial. Las medias, al provenir de muestras independientes (para 

ensayos destructivos), fueron comparadas por medio de una prueba de Diferencias Mínimas 

Significativas (DMS) de Fisher (p<0,05; n=5).  

Se utilizó el programa informático STATISTICA v. 7.0 (StatSoft Inc., E.E.U.U.) 

para realizar los análisis antes mencionados.  

 

RESULTADOS  

Análisis químico de medios de cultivo y de tejidos 

 

 Los datos obtenidos a partir del análisis químico de los medios de cultivo con 50 y 

100 mg L
-1

 Si, muestran que los contenidos de Si fueron mayores con respecto a lo que en 

teoría deberían contener. En el caso del medio con 50 mg L
-1

 Si, el contenido de este 

elemento fue un 86% mayor, y en el medio con 100 mg L
-1

 Si, este fue 76% superior 

(cuadro 1). Sin embargo, los datos tienen concordancia con dosis crecientes de Si. Otros 

iones también presentaron diferencias con el contenido teórico, de los cuales, cabe resaltar 

el caso del amonio, nitrato, potasio, hierro y sodio. El amonio y el nitrato presentaron 

contenidos menores que las concentraciones teóricas. Además, cabe resaltar que el ion 

nitrato presentó contenidos considerablemente mayores en los medios con Si adicional con 

respecto al del testigo. El potasio presentó concentraciones diferentes entre los medios de 

cultivo, en donde el medio de cultivo del testigo presentó una concentración 2,4% menor 

que el valor teórico; sin embargo, los medios con 50 y 100 mg L
-1

 Si mostraron 

concentraciones 2,0 y 2,4% mayores que la concentración teórica, respectivamente. Por 

otro lado, los medios testigo y con 50 mg L
-1

 Si presentaron concentraciones de hierro 

considerablemente menores (24,0 y 27,2% menor que la concentración teórica, 

respectivamente), en comparación con el medio con 100 mg L
-1

 Si (8,4% menor que la 
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concentración teórica). Por último, el sodio presentó concentraciones considerablemente 

mayores con respecto a las concentraciones teóricas en todos los casos. 

 

Cuadro 1. Concentración de iones en los distintos medios de cultivo utilizados, y su respectiva diferencia con 

respecto a los valores teóricos del medio MS con el doble contenido de macronutrientes. Las 

concentraciones de los medios de cultivo fueron determinadas por el Laboratorio de Suelos y 

Foliares del Centro de Investigaciones Agronómicas de la Universidad de Costa Rica (anexo 2.1). 

 
Concentración (mg L-1) 

Medio de cultivo NH4+ NO3- Ca Mg K P Fe Zn Cu Mn Na S Si 

Teórico (MS  2X macros) 743,7 4887,0 239,9 73,0 1567,0 77,4 5,6 2,0 0,006 5,5 0,024 100,4 
 

MS 2X macros 662 3075 234 79 1529 73 4 2 ND1 5,0 3,0 113,0 ND 

Diferencia (%) -11,0 -37,1 -2,5 8,3 -2,4 -5,7 -28,3 0 
 

-8,9 12400 12,5 
 

MS 2X macros + 50 mg L-1 Si 668 4061 234 80 1598 72 4 2 ND 5,0 4,0 113,0 93,0 

Diferencia (%) -10,2 -16,9 -2,5 9,6 2,0 -7,0 -28,3 0 
 

-8,9 16566 12,5 86,0 

MS 2X macros + 100 mg L-1 Si 672 4197 230 80 1604 72 5 2 ND 5,0 6,0 112,0 173,0 

Diferencia (%) -9,6 -14,1 -4,2 8,3 2,4 -7,0 -10,4 0 
 

-8,9 24900 11,6 73,0 

1 ND= no determinado 

 

 En cuanto a la acumulación de Si en tejidos calculada a partir del peso seco de los 

explantes en cada tratamiento y, de los análisis de contenidos de Si en los tejidos, se 

observa una mayor acumulación de Si en los brotes que crecieron con  50 mg L
-1

 de Si en el 

medio de cultivo con respecto al testigo, y sin diferencias significativas entre los 

tratamientos con Si  (figura 4, anexo 2.2).  
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Figura 4. Acumulación de silicio en tejidos de explantes de Dendrocalamus giganteus cultivados in vitro con 

0, 50 y 100 mg L
-1

 de silicio en el medio de cultivo, al cabo de 23 días. Los valores fueron 

calculados por medio de concentraciones de Si obtenidas a partir de un análisis químico realizado 

en el Laboratorio de Suelos y Foliares del Centro de Investigaciones Agronómicas de la 

Universidad de Costa Rica (anexo 2.2), y con base en el peso seco de los brotes en cada 

tratamiento.   

 

Efecto de la aplicación de Si sobre el crecimiento, contenido de agua, necrosis y 

clorosis de explantes de Dendrocalamus giganteus cultivados in vitro  

 

A los 23 días de cultivo, los explantes de Dendrocalamus giganteus cultivados con 

50 mg L
-1

 de Si en el medio de cultivo presentaron significativamente mayor peso fresco 

(figura 5) y seco (figura 6) con respecto al testigo (0 mg L
-1

 Si; p < 0,01) y con la medida 

inicial (0 días; p < 0,05). Los explantes cultivados en ausencia de Si adicional mostraron 

una reducción significativa en el contenido de agua a partir del día 7, la cual se hizo más 

pronunciada en la evaluación del día 23. Este mismo comportamiento se observó para los 

explantes cultivados con 50 mg L
-1

 Si, pero sin la disminución adicional al día 23. Por el 

contrario los explantes en 100 mg L
-1

 Si mantuvieron a los 7 días contenidos de agua 

similares a los de los explantes iniciales, pero luego tuvieron un comportamiento similar a 

los explantes cultivados en medio con 50 mg L
-1

 de Si adicional (figura 7).  

Las variables longitud de explante y porcentaje de brotes cloróticos por explante, no 

presentaron diferencias significativas con respecto al testigo (anexo 4). El estado general de 

los brotes no presentó diferencias a nivel visual (figura 8).  
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Figura 5. Peso fresco de explantes de Dendrocalamus giganteus a los 0, 7, 14 y 23 días, cultivados in vitro 

con 0, 50 y 100 mg L
-1

 de silicio en el medio de cultivo. Las barras verticales representan el error 

estándar. Las medias fueron comparadas por una prueba DMS de Fisher. Un cuadrado (■) indica la 

existencia de diferencias significativas con respecto a la medida inicial (0 días) con p < 0,05. Dos 

asteriscos (**) indican diferencias significativas con respecto al testigo (0 mg L
-1

 Si) en su 

respectiva evaluación con p < 0,01.  

 

 

Figura 6. Peso seco de explantes de Dendrocalamus giganteus a los 0, 7, 14 y 23 días, cultivados in vitro con 

0, 50 y 100 mg L
-1

 de silicio en el medio de cultivo. Las barras verticales representan al error 

estándar. Las medias fueron comparadas por una prueba DMS de Fisher. Un cuadrado (■) indica la 

existencia de diferencias significativas con respecto a la medida inicial (0 días) con p < 0,05. Dos 

asteriscos (**) indican diferencias significativas con respecto al testigo (0 mg L
-1

 Si) en su 

respectiva evaluación con p < 0,01.  
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Figura 7. Contenido de agua en explantes de Dendrocalamus giganteus a los 0, 7, 14 y 23 días, cultivados in 

vitro con 0, 50 y 100 mg L
-1

 de silicio en el medio de cultivo. Las barras verticales representan al 

error estándar. Las medias fueron comparadas por una prueba DMS de Fisher. Un cuadrado (■) 

indica la existencia de diferencias significativas con respecto a la medida inicial (0 días) con p < 

0,05. Dos cuadrados (■■) indica la existencia de diferencias significativas con respecto a la medida 

inicial (0 días) con p < 0,01. Un asterisco (*) indica diferencias significativas con respecto al 

testigo (0 mg L
-1

 Si) en su respectiva evaluación con p < 0,01. 

 

 

 

Figura 8. Estado general a los 23 días de explantes de Dendrocalamus giganteus cultivado in vitro con 0, 50 

y 100 mg L
-1

 de silicio en el medio de cultivo.  

Los explantes de D. giganteus que fueron cultivados con ambas concentraciones de 

Si adicional produjeron una mayor cantidad de brotes por explante que el testigo a los 14 y 

23 días de cultivo (figura 9). En el día 7, solamente el  tratamiento de 50 mg L
-1
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medio de cultivo produjo mayor cantidad de brotes, significativamente diferente al testigo 

(p < 0,01).  

 

Figura 9. Aumento en número de brotes por explante, con respecto a la evaluación anterior, de 

Dendrocalamus giganteus a los 7, 14 y 23 días, cultivado in vitro con 0, 50 y 100 mg L
-1

 de 

silicio en el medio de cultivo. Las barras verticales representan al error estándar. Las medias de 

los datos transformados (√y) fueron comparadas con respecto al testigo (0 mg L
-1

 Si) por una 

prueba DHS de Tukey. Un asterisco (*) indica la existencia de diferencias significativas con p < 

0,05; dos asteriscos (**) indican diferencias significativas con p < 0,01.  

 

En cuanto a la aparición de necrosis en los brotes (figura 10), únicamente los 

explantes cultivados con 100 mg L
-1

 de Si presentaron un porcentaje de brotes necróticos 

significativamente menor con respecto al testigo en el día 14 (p < 0,05) y en el día 23 (p < 

0,01).  
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Figura 10. Brotes necróticos por explante de Dendrocalamus giganteus a los 0, 7, 14 y 23 días, cultivados in 

vitro con 0, 50 y 100 mg L
-1

 de silicio en el medio de cultivo. Las barras verticales representan al 

error estándar. Las medias de los datos transformados (√y) fueron comparadas con respecto al 

testigo (0 mg L
-1

 Si) por una prueba DHS de Tukey. Un asterisco (*) indica la existencia de 

diferencias significativas con p<0,05; dos asteriscos  (**) indican diferencias significativas con p 

< 0,01.  

  

Efecto de la aplicación de Si sobre la eficiencia máxima del fotosistema II en hojas de 

explantes bajo luz (Fvˈ/Fmˈ) y bajo oscuridad (Fv/Fm). 

 

Para la variable Fvˈ/Fmˈ, las hojas de los explantes cultivados sin Si adicional no 

presentaron diferencias significativas entre las diferentes evaluaciones. Sin embargo, en el 

día 7, los explantes que fueron cultivados con 50 y 100 mg L
-1

 Si presentaron una mayor 

eficiencia del PSII bajo luz con respecto al testigo en esa fecha (p < 0,01). Además, a los 7, 

14 y 23 días de evaluación, se presentaron diferencias significativas (p < 0,05) con respecto 

a la evaluación inicial (día 0) solamente en los explantes con 50 y 100 mg L
-1

 Si en el 

medio de cultivo, presentando una mayor eficiencia del PSII bajo luz (figura 11a).  

Por otro lado, en cuanto a la variable Fv/Fm, las hojas de los explantes cultivados 

sin Si adicional no presentaron diferencias significativas en los distintos días de evaluación, 

a excepción del día 14, en donde se obtuvo una mayor eficiencia del PSII bajo oscuridad 

con respecto a la medida inicial. No obstante, los explantes cultivados con 50 y 100 mg L
-1

 

Si presentaron diferencias significativas con respecto al testigo y a la medida inicial. 

Específicamente, a los 14 días de aplicados los tratamientos, los explantes con 100 mg L
-1

 

Si presentaron una mayor eficiencia del PSII con respecto al testigo en esa fecha; a los 23 
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días, tanto los explantes cultivados con 50 mg L
-1

 Si como los que crecieron con 100 mgL
-1

 

Si, presentaron eficiencias mayores con respecto a los que no tenían Si añadido al medio de 

cultivo. Por otra parte, se presentaron diferencias significativas (p < 0,05) con respecto a la 

medida inicial. A los 7 días de cultivo, solamente los explantes con Si en el medio de 

cultivo presentaron eficiencias mayores. A los 14 días, todos los explantes presentaron 

valores de Fv/Fm mayores, incluyendo al testigo. Finalmente, a los 23 días de cultivo, los 

tratamientos con Si mostraron una mayor eficiencia con respecto a la medida inicial (figura 

11b).  

  

Figura 11. Eficiencia máxima del fotosistema II bajo luz Fvˈ/Fmˈ (a) y bajo oscuridad Fv/Fm (b) de hojas de 

explantes de Dendrocalamus giganteus a los 0, 7, 14 y 23 días, cultivados in vitro con 0, 50 y 100 

mg L
-1

 de silicio en el medio de cultivo. Las barras verticales representan el error estándar. Las 

medias fueron comparadas por una prueba DMS de Fisher. Un cuadrado (■) indica la existencia 

de diferencias significativas con respecto a la medida inicial (0 días) con p < 0,05. Dos asteriscos  

(**) indican diferencias significativas con respecto al testigo (0 mg L
-1

 Si) en su respectiva 

evaluación con p < 0,01.  

Efecto de la aplicación de Si sobre la peroxidación de lípidos y el oscurecimiento del 

medio 
 

 Ni las variables contenido de MDA en brotes ni el oscurecimiento del medio 

presentaron diferencias significativas con respecto al testigo (anexo 4).  
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DISCUSIÓN 

Análisis químico de medios de cultivo y de tejidos 

 

Los contenidos de NH4
+ 

y NO3
- 
en el medio de cultivo, de acuerdo a lo obtenido en 

el análisis químico (anexo 2.1), fueron considerablemente menores que los valores 

calculados para cada medio de cultivo.
 
En el caso del ión amonio, se ha visto que 

temperaturas de hasta 46ºC pueden acelerar su volatilización a razón de 20 mg N●100 cm
-2 

●
5h

-1
 cuando se encuentra en solución (Vlek y Stumpe 1978). El proceso de autoclavado 

somete los medios de cultivo a una temperatura de hasta 121ºC, por lo que ello puede 

explicar la disminución de aproximadamente un 10% del valor teórico (cuadro 1). Por otro 

lado, en el caso del
 
NO3

-
, cabe resaltar el hecho de que en los medios de cultivo con Si 

adicional poseen contenidos mayores de este ión, respecto al medio testigo. Es por lo 

anterior, que no se puede descartar el efecto de cantidades adicionales de NO3
- 

sobre las 

variables evaluadas.  

En cuanto al potasio, el análisis químico realizado a la fuente de Si (anexo 2.3) 

muestra contenidos mayores de K2O que lo reportado en la etiqueta, por lo que esto pudo 

afectar el cálculo del balance iónico de los diferentes medios de cultivos. Los aumentos en 

los contenidos de sodio pueden responder a la fuente de Si utilizada, puesto que, la sal de 

potasa contiene este ión (United States Geological Survey 2008). Sin embargo, cabe 

resaltar el hecho de que el medio sin Si adicional presentó, asimismo, contenidos 

considerablemente más altos que el valor teórico del medio MS. Lo anterior es indicativo 

de que, probablemente, el agua utilizada para la preparación de los medios de cultivo aportó 

sodio. No se encontraron referencias en la literatura que permitan comparar estos valores 

con niveles tóxicos de Na en bambú. Sin embargo, Zörb et al. (2004) detectaron que en Zea 

mays, una planta sensible a condiciones de salinidad, se requirió una concentración de 25 

mM NaCl (573 mg L
-1

 Na) adicionado en la solución nutritiva para observar cambios en el 

proteoma con respecto a las plantas testigo, y que no fue sino hasta una concentración de 

100 mM NaCl (2290 mg L
-1

 Na) en donde se observó una reducción del crecimiento de la 

parte aérea y la raíz. Por lo tanto, si se toma como referencia lo anterior, los contenidos de 

Na encontrados en los medios de cultivo utilizados en este estudio probablemente no 
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causaron un efecto significativo sobre el crecimiento de los explantes,  puesto que la mayor 

concentración de Na encontrada fue considerablemente menor (cuadro 1).  

Dados los resultados de los análisis químicos de los medios de cultivo utilizados,  

los valores de los parámetros fisiológicos evaluados pudieron afectarse por dichas 

diferencias con respecto a lo calculado (anexo 1). Sin embargo, en la mayoría de los casos, 

las variaciones podrían responder a la variabilidad instrumental normal. En el caso del  

NO3
-
, la cantidad de material vegetal no fue suficiente para el análisis de contenidos de este 

ión en los tejidos, para observar el comportamiento de las cantidades de dicho ión en los 

mismos, por lo que no se puede descartar su influencia en los datos. Los datos 

correspondientes a los contenidos de Si en los tejidos de los brotes indican la acumulación 

del elemento por parte de los explantes, por lo tanto, tampoco es descartable el hecho de la 

influencia del elemento sobre los distintos parámetros fisiológicos evaluados, tal y como se 

discutirá a continuación en detalle. 

Efecto de la aplicación de Si sobre el crecimiento, contenido de agua, necrosis y 

clorosis de explantes de Dendrocalamus giganteus cultivados in vitro 
 

En la literatura se encuentra que las plantas acumuladoras de Si, como lo son las 

pertenecientes a la familia Poaceae, logran acumular hasta un 10% de Si con respecto a la 

biomasa total en seco en condiciones de campo (Epstein 1999). El bambú es una de estas 

plantas acumuladoras de Si (Lux et al. 2003). Específicamente, en Dendrocalamus 

giganteus se ha reportado una acumulación de Si en las hojas de 47207 ± 1215 mg kg
-1

 

peso seco (4,7%) (Collin et al. 2011). Sin embargo, en este experimento, incluso los 

explantes que fueron cultivados con Si en el medio de cultivo, presentaron porcentajes 

considerablemente menores (50 mg L
-1

 Si= 0,09%; 100 mg L
-1

 Si = 0,11%) respecto a lo 

que reporta la literatura para esta especie. Para explicar esto, se debe tomar en cuenta los 

mecanismos por los cuales las plantas absorben y acumulan Si. A los explantes utilizados 

se les realizó un corte en la base del tallo de forma tal que el xilema se encontraba expuesto 

al medio de cultivo, y el Si pudiera ser translocado hacia los diferentes órganos. Aparte de 

los transportadores de influjo y eflujo identificados en raíces de arroz, Lsi1 y Lsi2, sólo se 

ha identificado un transportador, Lsi6, localizado en las células de transferencia del xilema 

en panículas de arroz, el cual se encarga de direccionar el ácido silícico para su asimilación 

hacia los diferentes tejidos (Yamaji y Ma 2009). No obstante, la información acerca de 
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otros transportadores encargados de esta función de transferencia intervascular, y acerca de 

la regulación de estos genes es limitada (e.g., si es regulado por la expresión de Lsi1 y Lsi2, 

regulaciones pos-transcripcionales, etc.). Por ejemplo, se sabe que Lsi1 y Lsi2 son 

regulados negativamente por el suministro de Si (Ma et al. 2011). Por lo tanto, se debe 

tomar en cuenta la regulación a nivel molecular de la acumulación y asimilación de Si, pues 

los mecanismos pueden variar si se habla de explantes de D. giganteus cultivados in vitro. 

Si bien los resultados de los análisis químicos de tejidos muestran una acumulación 

de Si en los explantes, cabe resaltar el hecho de que en las diferentes evaluaciones no fue 

posible registrar un aumento en peso significativo, ni con respecto al testigo, ni con 

respecto a la medida inicial, a excepción de los explantes que fueron cultivados con 50 mg 

L
-1

 de Si. La literatura, en general reporta que el Si aplicado de forma exógena como 

nutriente promueve el crecimiento de plantas en campo y cultivadas in vitro, en diferentes 

especies monocotiledóneas y dicotiledóneas (ver sección Antecedentes). Sin embargo, 

también hay resultados que concuerdan con lo encontrado. Collin et al. (2013) probaron 

cuatro concentraciones de Si (10,7; 21,1; 31,7 y 42,1 mg L
-1

), a partir de metasilicato de 

potasio (Si(KOH)2) como nutriente a plantas de bambú del género Gigantocloa sp. cv. 

“Malay Dwarf”, cultivadas hidropónicamente con concentraciones potencialmente tóxicas 

de cobre en la solución nutritiva; dichos investigadores no encontraron efectos positivos de 

dosis crecientes de Si en cuanto al el número de hojas y tallos, la longitud de tallos, ni en la 

biomasa total aunque se haya registrado contenido de Si en hojas de hasta 101893 mg kg
-1

 

de peso seco en plantas que fueron cultivadas con 42,1 mg L
-1

 Si. Collin et al. (2013) 

explican estos resultados no concordantes con la literatura citando a Marschner et al. 

(1990), quienes detectan la mala interpretación de resultados en algunos estudios, 

precisamente en los de Miyake y Takahashi (1978; 1983). Marschner et al. (1990) 

evidencian que los síntomas de “deficiencia de Si” en tomate y en pepino que registraron 

Miyake y Takahashi, incluso en otros estudios posteriores, son causa de un desbalance en el 

suministro de fósforo y zinc, y que el Si promovió el crecimiento por medio de la 

mitigación del estrés fisiológico causado por el desbalance, y no por una acumulación per 

se del elemento en los tejidos. De hecho, como se puede observar en la sección de 

Antecedentes del presente trabajo, la mayor parte de los estudios que reportan efectos 

positivos del Si sobre el crecimiento, son basados en la inducción de diferentes tipos de 
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estrés abiótico (i.e. salinidad, déficit hídrico, toxicidad por metales pesados) y, 

probablemente, en esos casos el Si promueve el crecimiento de forma indirecta, mitigando 

dicho estrés por distintos mecanismos (Collin et al. 2013). El tratamiento con 50 mg L
-1

 Si 

que mostró diferencias significativas en cuanto al peso fresco y seco, al no mostrar una 

tendencia clara respecto a las otras evaluaciones, probablemente responde a efectos 

metodológicos, pues quizás se requirió un mayor número de repeticiones para las 

mediciones. Además, al observar el estado general de los explantes, no se observaron 

diferencias evidentes en cuanto a su crecimiento (figura 8).   

Los resultados mostraron un mayor contenido de agua en explantes cultivados con 

100 mg L
-1

 Si a los 7 días con respecto al testigo. El mantenimiento del contenido de agua 

en plantas gracias a la acumulación de Si en tejidos vegetales, se encuentra reportado en la 

literatura, sobre todo en plantas cultivadas en campo. Ello es explicado porque el Si, al ser 

depositado bajo la cutícula, forma una doble capa silícea (Ma y Yamaji 2008), que limita la 

traspiración a través de la misma, mejora la condición hídrica de la hoja (Gong et al. 2003).  

Cabe resaltar que dentro de un tubo de ensayo, como el que se utilizó para cultivar los 

explantes de D. giganteus, las tasas de transpiración son menores por haber un intercambio 

gaseoso relativamente reducido entre el interior del tubo y el ambiente exterior. Sin 

embargo, al extraer las plantas para realizar las determinaciones de peso fresco, a los siete 

días, al parecer los explantes con 100 mg L
-1

 Si lograron retener mayor cantidad de agua, 

pues se observa que los explantes mencionados no difirieron con respecto a la medida 

inicial. Esto podría tener implicaciones en la fase de aclimatación ex vitro. Las plantas 

provenientes de cultivo in vitro, al ser sometidas a condiciones ex vitro, pueden sufrir altas 

tasas de transpiración (Guan et al. 2008) y esto puede afectar las probabilidades de 

supervivencia. En este caso, una mayor capacidad de retención de agua en los tejidos podría 

ser beneficiosa para explantes de D. giganteus en fase de aclimatación.  Por otro lado, a los 

23 días, el hecho de que los explantes con 50 y 100 mg L
-1

 de Si en el medio de cultivo no 

hayan mostrado diferencias con la medida inicial, podría indicar una tendencia a mantener 

los contenidos de agua cuando son extraídos de las condiciones in vitro. Sin embargo, no es 

posible concluir lo mismo a los 23 días, probablemente porque se requiere de mayor 

número de repeticiones.  
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Como se mencionó anteriormente, el cultivo in vitro es una técnica que introduce 

diferentes factores que pueden causar estrés fisiológico (Cassells y Curry 2001). En este 

caso, el Si aplicado en el medio de cultivo mostró efectos positivos en otras variables 

fisiológicas, por ejemplo, el porcentaje de aumento de la brotación y el porcentaje de brotes 

necróticos. En el caso de la brotación, a los 7 días los explantes con 50 mg L
-1

 de Si 

aumentaron en un 84,8±23,0% el número de brotes. En este punto, el que los explantes que 

se encontraban con 100 mg L
-1

 de Si no hayan mostrado diferencias significativas con 

respecto al testigo probablemente responde a falta de repeticiones, pues a los 14 y 23 días 

de cultivo, todos los tratamientos con Si tuvieron considerablemente un mayor aumento en 

la brotación con respecto al testigo (50 mg L
-1

 Si = 138,3±18,8%; 100 mg L
-1

 Si= 

154±23,5%). Existe información limitada en cuanto a  experimentos en donde se determine 

el efecto de la aplicación de Si en el medio de cultivo sobre la brotación de especies 

monocotiledóneas. Por ejemplo, Soares et al. (2011) determinaron una mayor formación de 

brotes adventicios en orquídeas de la especie Cattleya loddigesii cuando se aplicó 5 ml/l  de 

silicato de potasio; sin embargo, en la publicación no se especifica la forma de silicato de 

potasio que se utilizó, es decir, si la solución madre fue preparada a partir del reactivo 

sólido K2SiO3, si la preparación líquida proviene de sal de potasa, y si balancearon los 

demás nutrientes del medio de cultivo para tomar en cuenta la cantidad adicional de potasio 

aplicado, de forma tal que se pueda comparar con el presente estudio. Por otro lado, en 

banano de la variedad “Maça”, Asmar et al. (2011) no encontraron diferencias 

significativas con respecto al testigo en cuanto a número de hojas ni a biomasa en tallos, en 

plantas cultivadas con 1 g/l de silicato de potasio (K2SiO3). Al igual que en el estudio 

anterior, no se especifica si se hizo un balance de iones en los medios de cultivo utilizados. 

Otros reportes, en este caso en dicotiledóneas como Ajuga multiflora (Sivanesan y Jeong 

2014) y Salvia splendens (Soundararajan et al. 2013), se registró una mayor proliferación 

de brotes por causa de la aplicación de Si al medio de cultivo. En estos últimos dos casos 

los investigadores sí especifican que realizaron el balance de iones por utilizar K2SiO3. De 

hecho, el balance realizado en este trabajo fue por recomendación de uno de ellos, el Dr. 

Byoung Ryong Jeong. 

Sin embargo, cabe resaltar el hecho de que no parece haber una relación entre la 

biomasa del explante y su número de brotes u hojas. En este trabajo se observó un aumento 
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significativo en la brotación sin que haya habido necesariamente un aumento significativo 

en la biomasa, por lo que es probable que el efecto de aumento en la brotación por haber 

aplicado Si en el medio de cultivo, bajo las condiciones del experimento, no sea 

directamente causada por la acumulación de Si en los tejidos, sino que por mecanismos 

alternos, quizás relacionados con señalización (Collin et al. 2013). Además de que la 

determinación de biomasa pudo haber sido afectada por la aparición de necrosis en los 

explantes (figura 10), también es probable que ocurra redistribución de carbono en los 

explantes. Las referencias que explican la redistribución del carbono en plantas cultivadas 

in vitro son limitadas. Por ejemplo, Amâncio et al. (1999) comprueban que la intensidad 

lumínica durante el cultivo in vitro, y luego durante la aclimatación, es un factor importante 

en la regulación de la redistribución del carbono en plantas micropropagadas de Vitis 

vinifera. Por lo tanto, además de otros factores, se podría estudiar el papel del Si en la 

distribución de la biomasa en las especies en las que el Si presenta actividad fisiológica. 

Aunque, por otro lado, las diferencias encontradas en los contenidos de nitrato también 

podrían afectar dicha re-distribución (Stitt 1999).  

Como se mencionó anteriormente, por las características propias de la técnica, el 

cultivo in vitro puede inducir estrés fisiológico en los explantes. Como se indicó en la 

sección de Antecedentes, durante la micropropagación de D. giganteus ocurre una necrosis 

descendente en los brotes que afecta la eficiencia de la micropropagación, lo cual fue 

subsanado por medio de la duplicación de la concentración de los macro-nutrientes (N, P, 

K, Ca, Mg) del medio de cultivo MS (Murashige y Skoog 1962). En este experimento, el 

porcentaje de brotes necróticos fue significativamente menor en explantes cultivados con 

100 mg L
-1

 Si a los 14 y a los 23 días, reduciéndose hasta obtener un 15,9± 3,4% de brotes 

necróticos por explante, en relación con el testigo, que presentó un 53,7±12,6%. Si bien la 

hiperhidricidad no fue un problema ni la causa evidente de la necrosis encontrada, el único 

reporte encontrado en la literatura sobre el uso de Si en el medio de cultivo para la 

mitigación de anomalías a nivel de tejidos en cultivo in vitro, corresponde al experimento 

realizado por Sivanesan et al. (2011) en plantas de Cotoneaster wilsonii. Estos 

investigadores lograron reducir la hiperhidricidad, obteniendo un 14% de plantas 

hiperhídricas al aplicar 100 mg L
-1

 de Si en el medio de cultivo, comparado con el testigo 

en donde se observó un 78,6%. En dicho estudio, relacionaron la hiperhidricidad con el 
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contenido de MDA en los tejidos, lo cual es indicativo de la peroxidación de los ácidos 

grasos insaturados de las membranas celulares, lo cual causa estrés oxidativo y 

eventualmente necrosis. Sin embargo, en el caso de D. giganteus es probable que la 

necrosis sea consecuencia de un factor diferente, pues las determinaciones de MDA en los 

tejidos no mostraron correlación con la aparición de la necrosis descendente. Dado esto, y 

lo anteriormente mencionado con respecto al aumento al doble de macronutrientes del 

medio de cultivo MS para explantes de D. giganteus in vitro, es probable que las anomalías 

surgidas sean producto de desbalances nutricionales. Es por ello que se encuentra en este 

momento en investigación la absorción de nutrientes por parte de explantes de D. giganteus 

cultivados in vitro (M. Viñas-Meneses 2014)
6
. No se logró relacionar el porcentaje de 

necrosis ni clorosis con ninguna de las variables evaluadas, en ninguna de las condiciones 

probadas en el experimento.  

 

Efecto de la aplicación de Si sobre la eficiencia máxima del fotosistema II en hojas de 

explantes bajo luz (Fvˈ/Fmˈ) y bajo oscuridad (Fv/Fm). 
 

 Los explantes cultivados con Si en el medio de cultivo presentaron mayores 

eficiencias del PSII, siendo más marcada la diferencia respecto al testigo cuando el PSII 

(QA oxidada) fue aclimatado por 30 minutos en oscuridad para realizar las determinaciones 

(figura 11). Las plantas cultivadas in vitro, si bien desarrollan fotosistemas funcionales, 

tienen tasas fotosintéticas muy bajas por las condiciones heterotróficas en las cuales crecen 

(Amâncio et al. 1999). Esto también es de esperar en los explantes de D. giganteus 

cultivados in vitro, pues el medio de cultivo utilizado posee una fuente constante de 

carbono (sacarosa), la cual es utilizada por la planta para su metabolismo primario y, por lo 

tanto, para la formación de esqueletos de carbono. Aunque estos efectos positivos sobre la 

eficiencia fotosintética en los explantes cultivados con Si no se relacionan con aumentos en 

biomasa, potencialmente, esto podría conllevar a mayores probabilidades de sobrevivencia 

en una fase de aclimatación ex vitro. Carvalho et al. (2001) utilizaron plantas cultivadas in 

vitro de Vitis vinifera y Castanea sativa x C. crenata como modelos experimentales para 

observar el comportamiento de los parámetros Fvˈ/Fmˈ y Fv/Fm. Encontraron que, en 

                                                           
6
 Viñas-Meneses, M. 2014. Centro para Investigaciones en Granos y Semillas, Universidad de Costa Rica. 

(Comunicación personal).  
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general, al primer día de aclimatación, las plantas mostraron una disminución acelerada en 

estos valores. Guan et al. (2008), en Zingiber officinale, una especie monocotiledónea, 

encontraron resultados similares a los de Carvalho et al. (2001). Por lo tanto, mayores 

valores de Fvˈ/Fmˈ y Fv/Fm posiblemente pueden contribuir a una compensación en la 

rápida disminución de la capacidad de la planta para utilizar la luz en el proceso de 

conversión al autotrofismo.   

Cabe destacar el comportamiento de las variables, en donde en algunas de las 

evaluaciones, los tratamientos con Si adicional se diferenciaron de la medición inicial, y no 

así del testigo, cuando este último no se diferenció de la medida inicial. Esto probablemente 

responde a aspectos metodológicos, en donde quizás se requirió de un mayor número de 

repeticiones. Sin embargo, juzgando con base en lo anterior, y en el error estándar de cada 

promedio, se puede observar una tendencia de un efecto positivo en la eficiencia del PSII 

de la aplicación de Si bajo las condiciones de este experimento. Por lo anterior, tal vez 

aumentando el número de repeticiones o probando concentraciones mayores de Si se 

podrían ver efectos más claros.  

Efecto de la aplicación de Si sobre la peroxidación de lípidos y el oscurecimiento del 

medio 
 

El estrés oxidativo en especies cultivadas in vitro puede causar oscurecimiento de 

tejidos y de medios de cultivo (Azofeifa 2009). La peroxidación de lípidos se refiere al 

daño directo de las especies de oxígeno reactivo sobre los ácidos grasos insaturados de las 

membranas celulares, lo cual genera como subproducto al MDA, el cual puede ser 

determinado y dar cuenta del daño que han generado dichas especies de oxígeno (Hodges et 

al. 1999). En este caso no se detectaron diferencias significativas entre los distintos 

tratamientos con Si con respecto al testigo, ni a lo largo del tiempo. Solamente se 

encontraron casos aislados de hiperhidricidad, que podrían dar indicio de que los explantes 

sufren un estrés oxidativo (Cassells y Curry 2001). El oscurecimiento del medio tampoco 

mostró relación con las otras variables. Por lo tanto, es probable que en los explantes de D. 

giganteus utilizados en el experimento, la peroxidación de lípidos no fuese un factor 

determinante en la eficiencia de su micropropagación, pues no se encontró relación entre 

los contenidos de MDA en sus tejidos con respecto a las distintas variables medidas.  
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En resumen, a pesar de que hubo evidencia de acumulación creciente de Si en los 

tejidos, en concordancia con el aumento en la dosis de este elemento en los medios de 

cultivo, no se observó cambio en la biomasa de explantes de Dendrocalamus giganteus 

cultivados in vitro con respecto al testigo, ni a lo largo de 23 días de evaluación. La 

aplicación de Si a razón de 100 mg L
-1

 en el medio de cultivo parece que facilitó el 

mantenimiento del contenido de agua en los explantes de D. giganteus a los 7 días de 

cultivo in vitro con respecto al testigo. La aplicación de Si también aumentó el porcentaje 

de brotación de explantes de D. giganteus cultivados in vitro con respecto al testigo, lo 

cual, al no concordar con un aumento en biomasa, probablemente tenga que ver con alguna 

función del Si en la re-distribución de dicha biomasa en los explantes. La aplicación de Si a 

razón de 100 mg L
-1

 en el medio de cultivo disminuyó el porcentaje de brotes necróticos 

por explante a partir de los 14 días. La aplicación de Si en el medio de cultivo mejoró la 

eficiencia del fotosistema II con respecto al testigo, lo cual fue más marcado el efecto en 

explantes de D. giganteus a los que se les determinó la fluorescencia máxima bajo 

oscuridad. No se obtuvo diferencias significativas en cuanto al efecto del Si sobre la altura, 

ni sobre la clorosis en los explantes bajo estudio. No se obtuvo tampoco diferencias en 

cuanto a la oxidación, en tanto a contenidos de MDA en los tejidos (peroxidación de 

lípidos) ni oscurecimiento del medio, ni se mostró correlación con las demás variables 

medidas, lo cual podría indicar que, posiblemente, la oxidación no fue un factor 

determinante en el experimento bajo estudio. No se puede descartar el efecto de los 

contenidos de nitrato adicional respecto al contenido de este ión en medio de cultivo del 

testigo, sobre los resultados obtenidos en este experimento. 
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ANEXOS 

 

Anexo 1. Balance de iones calculado para los distintos medios de cultivo con 

concentraciones crecientes de silicio (0, 50 y 100 mg L
-1

 Si), utilizando como fuente de 

silicio el producto comercial Nutrifol® Silicato de Potasio (Agrotico, Costa Rica). 

 

Anexo 1.1. Balance de iones calculado para el medio testigol (0 mg L
-1

 Si) 

 

 

Anexo 1.2. Balance de iones calculado para el medio con 50 mg L
-1

 Si 

 

 

Anexo 1.3. Balance de iones calculado para el medio con 100 mg L
-1

 Si 

 

Compuesto MM g/mol Cn g/L Cn K+ g/L Cn NO3
- g/L Cn Si g/L Cn mmol/L

NH4NO3 80,04 3,3000 2,5562 41,2294

KNO3 101,10 3,8000 1,4696 2,3304 37,5865

KH2PO4 136,09 0,3400 0,0977 2,4983

KI 166,00 0,0008 0,0002 0,0050

HNO3 63,01

Producto comercial 154,28

K+ 39,10 1,5675 40,090

NO3
- 62,00 4,8866 78,82

Si 28,09

Compuesto MM g/mol Cn g/L Cn K+ g/L Cn NO3
- g/L Cn Si g/L Cn mmol/L

NH4NO3 80,04 3,3000 2,5562 41,2294

KNO3 101,10 3,7082 1,4341 2,2741 36,6785

KH2PO4 136,09 0,3400 0,0977 2,4983

KI 166,00 0,0008 0,0002 0,0050

HNO3 63,01 0,0575 0,0566

Producto comercial (ml) 0,5155 0,0355

K+ 39,10 1,5675 40,09

NO3
- 62,00 4,8869 78,82

Si 28,09 0,0500 1,78

Compuesto MM g/mol Cn g/L Cn K+ g/L Cn NO3
- g/L Cn Si g/L Cn mmol/L

NH4NO3 80,04 3,3000 2,5562 41,2294

KNO3 101,10 3,6163 1,3986 2,2177 35,7695

KH2PO4 136,09 0,3400 0,0977 2,4983

KI 166,00 0,0008 0,0002 0,0050

HNO3 63,01 0,1150 0,1132

Producto comercial 1,0309 0,0710

K+ 39,10 1,5675 40,090

NO3
- 62,00 4,8871 78,82

Si 28,09 0,1000 3,56
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Anexo 2. Resultados de análisis químicos realizados en el Laboratorio de Suelos y 

Foliares del Centro para Investigaciones Agronómicas, Universidad de Costa Rica, 

para los medios de cultivo y los tejidos vegetales utilizados en el experimento.  

 

Anexo 2.1. Análisis químico de los medios de cultivo con concentraciones crecientes de 

silicio (0, 50 y 100 mg L
-1

 Si) en el medio de cultivo utilizados en el experimento. 

 

 

 

 

Nº DE REPORTE:

USUARIO:

SUBCLIENTE:

RESPONSABLE

TELEFONO:

ANÁLISIS: Q.C.

PROVINCIA: FECHA RECEPCIÓN: 03/11/2014 

CANTÓN: EMISIÓN DE REPORTE: 18/11/2014

LOCALIDAD: Nº DE MUESTRAS TOTAL: 3

CULTIVO: PÁGINA: 1/1

mS/cm

IDLAB N-NH4
+

N-NO3
- Ca Mg K P Fe Zn Cu Mn Na S Si CE

A-14-302 NA 513,6 694 234 79 1529 73 4 2 ND 5 3 113 ND NA

A-14-303 NA 517,8 917 234 80 1598 72 4 2 ND 5 4 113 93 NA

A-14-304 NA 520,8 948 230 79 1604 72 5 2 ND 5 6 112 173 NA

ID USUARIO pH

mg/L

SNT: 100 Si

mg/L

SNT: 50 Si

SNT: 0 Si

ND= NO DETECTADO.

mg/L

NA= NO APLICA. NO ALCANZÓ PARA REALIZAR ESTOS ANÁLISIS.

LABORATORIO DE SUELOS Y FOLIARES

REPORTE DE ENSAYO

2511-8203

52312
PROYECTO INVESTIGACION LSF

FLORIA BERTSCH-agleto@gmail.com-TESIS

ANDRES HERNANDEZ

CIGRAS

SOLUCIONES NUTRITIVAS

ANÁLISIS QUÍMICO DE AGUAS

SAN JOSE

MONTES DE OCA
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Anexo 2.2. Análisis de contenidos de silicio a los 23 días de cultivo, en  explantes de 

Dendrocalamus giganteus cultivados in vitro con concentraciones crecientes de silicio (0, 

50 y 100 mg L
-1

 Si) en el medio de cultivo 

 

 

 

 

 

Nº DE REPORTE:

USUARIO:

SUBCLIENTE

RESPONSABLE:

TELÉFONO

ANÁLISIS: QC,B,S,Si

PROVINCIA: FECHA RECEPCIÓN: 13/11/2014 

CANTÓN: EMISIÓN DE REPORTE: 21/11/2014 

Nº DE MUESTRAS TOTAL: 3

CULTIVO: PÁGINA: 1/1

mg/kg

ID LAB Si

P-14-08993 258

P-14-08994 866

P-14-08995 1106

OBSERVACIÓN: NO ALCANZÓ PARA REALIZAR EL ANÁLISIS DE N Y QC,B,S, MUY POCA CANTIDAD.

MONTES DE OCA

FLORIA BERTSCH - agleto@gmail.com - TESIS

ANDRES HERNANDEZ PRIDYBAILO

2511-8203

SAN JOSE

LABORATORIO DE SUELOS Y FOLIARES

REPORTE DE ENSAYO
SC12-LSF-I01-R01 (v7)

0 mg/l - Si

50 mg/l - Si

100 mg/l - Si

ANÁLISIS QUÍMICO FOLIAR

ID USUARIO

BAMBU

52398
PROYECTO INVESTIGACION LSF
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Anexo 2.3. Análisis químico de las soluciones de ácido nítrico (HNO3), nitrato de potasio 

(KNO3) y silicato de potasio (Nutrifol®, Agrotico, Cartago, Costa Rica). 

 

 

Anexo 3. Análisis estadísticos de las variables estudiadas. 

 

Anexo 3.1. Análisis estadístico de la variable “peso fresco” 

Univariate Tests of Significance for Pesofresco  (Spreadsheet9_(Recovered))

Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition

Effect

SS Degr. of

Freedom

MS F p

Intercept

Tratamiento

Dias

Tratamiento*Dias

Error

7,692489 1 7,692489 600,0443 0,000000

0,090322 2 0,045161 3,5227 0,037366

0,129604 3 0,043201 3,3699 0,025938

0,140966 6 0,023494 1,8326 0,112545

0,615354 48 0,012820

 

 

 

 

 

 

Nº DE REPORTE: 52480
USUARIO: PROYECTO INVESTIGACION LSF

SUBCLIENTE FLORIA BERTSCH - agleto@gmail.com - TESIS

RESPONSABLE: ANDRES HERNANDEZ PRIDYBAILO

CORREO

TELÉFONO: 2511-8203

ANÁLISIS:  N-NH4 y N-NO3,N-NH4 y N-NO3,K,Si

PROVINCIA: SAN JOSE FECHA RECEPCIÓN:            19/11/2014 

CANTÓN: MONTES DE OCA EMISIÓN DE REPORTE:       11/12/2014 

Nº DE MUESTRAS TOTAL:    2

CULTIVO: FERTILIZANTES LIQUIDOS PÁGINA:                               1/1

g/mL

ID LAB N-NO3
- K2O SiO2 Densidad

F-14-00465 16,9 NA NA 1,39

F-14-00466 1,3 3,7 NA 1,06

F-14-00467 NA 9,2 17,1 1,41

NITRATO DE POTASIO (KNO3) 10%

SILICATO DE POTASIO

ANÁLISIS QUÍMICO DE FERTILIZANTES LÍQUIDOS

ACIDO NITRICO (HNO3)

ID USUARIO

% (peso/peso)
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Anexo 3.2. Análisis estadístico de la variable “peso seco” 

Univariate Tests of Significance for Pesoseco (Spreadsheet9_(Recovered))

Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition

Effect

SS Degr. of

Freedom

MS F p

Intercept

Tratamiento

Dias

Tratamiento*Dias

Error

0,237234 1 0,237234 568,6534 0,000000

0,001843 2 0,000922 2,2091 0,120841

0,006371 3 0,002124 5,0903 0,003860

0,003240 6 0,000540 1,2945 0,277804

0,020025 48 0,000417
 

 

 

 

Anexo 3.3. Análisis estadístico de la variable “porcentaje de contenido de agua” 

Univariate Tests of Significance for CA (Spreadsheet9_(Recovered))

Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition

Effect

SS Degr. of

Freedom

MS F p

Intercept

Tratamiento

Dias

Tratamiento*Dias

Error

40,57349 1 40,57349 69049,22 0,000000

0,00232 2 0,00116 1,97 0,149971

0,01372 3 0,00457 7,78 0,000247

0,00453 6 0,00076 1,29 0,281911

0,02820 48 0,00059
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Anexo 3.4. Análisis estadístico de la variable “porcentaje de aumento de brotes” 

 

Multivariate Tests of Significance (PORCENTAJE DE AUMENTO EN BROTACIÓN)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

Effect

Test Value F Effect

df

Error

df

p

Intercept

Tratamiento

Wilks 0,100826 56,48118 3 19 0,000000

Wilks 0,560166 2,12869 6 38 0,072361

 

Unequal N HSD; variable Porcentaje de aumento de brotes 7 días (transformado)

Approximate Probabil ities for Post Hoc T ests

Error: Between MS = 12,721, df = 21,000

Cell No.

Tratamiento 0

2,4036

50

8,6322

100

7,1204

1

2

3

0 0,00998 0,05509

50 0,00998 0,67828

100 0,05509 0,67828

 

Unequal N HSD; variable Porcentaje de aumento de brotes 14 días (transformado)

Approximate Probabil ities for Post Hoc T ests

Error: Between MS = 13,422, df = 21,000

Cell No.

Tratamiento 0

5,7250

50

10,791

100

10,836

1

2

3

0 0,043719 0,041685

50 0,043719 0,999710

100 0,041685 0,999710

 

Unequal N HSD; variable Porcentaje de aumento de brotes 23 días (transformado)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 13,108, df = 21,000

Cell No.

Tratamiento 0

6,6833

50

11,574

100

12,088

1

2

3

0 0,049437 0,028296

50 0,049437 0,956629

100 0,028296 0,956629
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Anexo 3.5. Análisis estadístico de la variable “porcentaje de brotes necróticos” 

Unequal N HSD; variable Porcentaje de brotes necróticos 0 días (transformado)

Approximate Probabil i ties for Post Hoc T ests

Error: Between MS = 8,7731, df = 21,000

Cell No.

Tratamiento 0

3,1996

50

2,3010

100

1,5713

1

2

3

0 0,838694 0,567719

50 0,838694 0,875616

100 0,567719 0,875616

 

Unequal N HSD; variable Porcentaje de brotes necróticos 7 días (transformado)

Approximate Probabil i ties for Post Hoc T ests

Error: Between MS = 4,3014, df = 21,000

Cell No.

Tratamiento 0

5,2962

50

4,9271

100

4,2533

1

2

3

0 0,940974 0,621297

50 0,940974 0,794604

100 0,621297 0,794604

 

Unequal N HSD; variable Porcentaje de brotes necróticos 14 días (transformado)

Approximate Probabil i ties for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 3,1154, df = 21 ,000

Cell No.

Tratamiento 0

6,2627

50

4,6667

100

3,6416

1

2

3

0 0,231821 0,029213

50 0,231821 0,488475

100 0,029213 0,488475

Unequal N HSD; variable Porcentaje de brotes necróticos 23 días (transformado)

Approximate Probabil i ties for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 3,1417, df = 21,000

Cell No.

Tratamiento 0

7,0451

50

4,7567

100

3,6492

1

2

3

0 0,062022 0,004869

50 0,062022 0,438388

100 0,004869 0,438388
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Anexo 3.6. Análisis estadístico para la variable “eficiencia máxima del fotosistema II bajo 

luz (Fvˈ/Fmˈ)” 

Univariate Tests of Significance for Fv /Fm luz 

Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition

Effect

SS Degr. of

Freedom

MS F p

Intercept

Tratamiento

Dias

Tratamiento*Dias

Error

22,95748 1 22,95748 8882,012 0,000000

0,03555 2 0,01777 6,877 0,002366

0,03355 3 0,01118 4,327 0,008867

0,01956 6 0,00326 1,261 0,292877

0,12407 48 0,00258
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Anexo 3.7. Análisis estadístico para la variable “eficiencia máxima del fotosistema II bajo 

oscuridad (Fv/Fm)” 

Univariate Tests of Significance for Fv/Fm oscuridad

Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition

Effect

SS Degr. of

Freedom

MS F p

Intercept

Tratamiento

Dias

Tratamiento*Dias

Error

34,79141 1 34,79141 9351,127 0,000000

0,07137 2 0,03568 9,591 0,000313

0,20904 3 0,06968 18,729 0,000000

0,03088 6 0,00515 1,383 0,240631

0,17859 48 0,00372
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Anexo 4. Variables fisiológicas que no presentaron diferencias significativas con 

respecto al testigo  

 

Anexo 4.1. Variables de crecimiento, oxidación y efectos fisiológicos determinadas a los 

23 días de cultivo en explantes de Dendrocalamus giganteus cultivados in vitro 

con 0, 50 y 100 mg L
-1

 de silicio en el medio de cultivo, y que presentaron un 

valor p>0,05 en el análisis de varianza general.  

 
Parámetro fisiológico 

 
Concentración de Silicio (mg L-1) 

   

  
0 50 100 Valor p a 

 

 
Crecimiento 

               

 
Aumento en longitud de 

explante (cm)b  
0,67 ± 0,37d a 0,73 ± 0,17 a 0,95 ± 0,33 a 0,81 

 

 
Oxidación 

               

 

Peroxidación de lípidos 

(nmol/ml MDA)  
5,59 ± 0,49 a 5,38 ± 0,51 a 4,80 ± 0,19 a 0,44 

 

 

Grado de 

oscurecimiento del 

medio 
 

2,43 ± 0,37 a 2,50 ± 0,19 a 2,33 ± 0,17 a 0,57 
 

 
Efectos fisiológicos 

               

 
Clorosis por explante 

(%)  
23,04 ± 7,75 a 15,94 ± 2,94 a 17,28 ± 3,58 a 0,81 

 

 
a Valor p obtenido a partir de un análisis de varianza general de todas las evaluaciones para cada variable. 

 

b Las variables expresadas en negrita corresponden a datos provenientes de medidas repetidas en el tiempo, sus medias fueron comparadas por medio de la 

prueba DHS de Tukey (p<0,05) para valores n diferentes (0 mg L-1 Si n = 7; 50 mg L-1 Si n = 8; y 100 mg L-1 Si n =9). 

 
c Las variables no expresadas en negrita corresponden a medidas independientes en el tiempo (muestras destructivas),  sus medias fueron comparadas por 

medio de la prueba DMS de Fisher (p<0,05). 

 
d Error estándar de la media 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



60 

 

 

 

Anexo 5. Datos crudos de las distintas variables 
 

Anexo 5.1. Datos crudos obtenidos en el presente trabajo, correspondientes a las variables 

de peso fresco, peso seco, contenido de agua, Fvˈ/Fmˈ (bajo luz) y Fv/Fm (bajo 

oscuridad).   

Tratamiento Días Repetición Explante Peso fresco (g) Peso seco (g) CA (%) Fv/Fm luz Fv/Fm oscuridad 

Inicial 0 1 22 0,3121 0,0575 0,82 0,558 0,578 

Inicial 0 2 26 0,3971 0,0551 0,86 0,644 0,745 

Inicial 0 3 22 0,4546 0,0734 0,84 0,482 0,595 

Inicial 0 4 24 0,3579 0,0536 0,85 0,549 0,696 

Inicial 0 5 27 0,2247 0,0301 0,87 0,666 0,701 

0 7 1 

 

0,2132 0,0415 0,81 0,452 0,563 

0 7 2 7 0,3888 0,0592 0,85 0,575 0,743 

0 7 3 12 0,2 0,0402 0,80 0,424 0,737 

0 7 4 18 0,2724 0,05 0,82 0,649 0,751 

0 7 5 24 0,343 0,0697 0,80 0,645 0,813 

50 7 1 2 0,3577 0,0738 0,79 0,643 0,831 

50 7 2 7 0,3708 0,0715 0,81 0,674 0,787 

50 7 3 23 0,2977 0,0641 0,78 0,641 0,741 

50 7 4 33 0,3815 0,067 0,82 0,658 0,843 

50 7 5 36 0,282 0,0431 0,85 0,676 0,784 

100 7 1 11 0,274 0,0438 0,84 0,655 0,794 

100 7 2 18 0,5751 0,0784 0,86 0,65 0,728 

100 7 3 21 0,4372 0,0755 0,83 0,681 0,851 

100 7 4 31 0,3896 0,0714 0,82 0,641 0,749 

100 7 5 

 

0,336 0,0367 0,89 0,633 0,842 

0 14 1 1 0,2329 0,0475 0,80 0,597 0,74 

0 14 2 8 0,188 0,0368 0,80 0,595 0,811 

0 14 3 15 0,2651 0,0485 0,82 0,588 0,699 

0 14 4 16 0,2486 0,0564 0,77 0,614 0,823 

0 14 5 21 0,4056 0,0591 0,85 0,611 0,683 

50 14 1 30 0,435 0,0772 0,82 0,686 0,813 

50 14 2 31 0,3156 0,0558 0,82 0,631 0,795 

50 14 3 32 0,1936 0,0313 0,84 0,681 0,844 

50 14 4 34 0,2851 0,066 0,77 0,654 0,841 

50 14 5 35 0,1768 0,0368 0,79 0,663 0,844 

100 14 1 14 0,332 0,0708 0,79 0,642 0,777 

100 14 2 17 0,5142 0,0849 0,83 0,661 0,919 

100 14 3 30 0,3245 0,0576 0,82 0,673 0,851 

100 14 4 33 0,3789 0,0858 0,77 0,659 0,923 
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Continuación anexo 5.1.  

Tratamiento Días Repetición Explante Peso fresco (g) Peso seco (g) CA (%) Fv/Fm luz Fv/Fm oscuridad 

100 14 5 34 0,3209 0,0571 0,82 0,661 0,861 

0 23 1 6 0,2933 0,0537 0,82 0,612 0,718 

0 23 2 9 0,2402 0,0458 0,81 0,56 0,688 

0 23 3 14 0,4222 0,0818 0,81 0,651 0,714 

0 23 4 29 0,1164 0,0276 0,76 0,583 0,724 

0 23 5 34 0,4885 0,1161 0,76 0,629 0,736 

50 23 1 4 0,5922 0,1192 0,80 0,654 0,793 

50 23 2 12 0,6342 0,1064 0,83 0,658 0,907 

50 23 3 14 0,4602 0,0778 0,83 0,662 0,921 

50 23 4 17 0,2548 0,0478 0,81 0,629 0,762 

50 23 5 20 0,8904 0,1525 0,83 0,64 0,82 

100 23 1 3 0,3649 0,0741 0,80 0,648 0,85 

100 23 2 5 0,3845 0,073 0,81 0,642 0,894 

100 23 3 20 0,3228 0,0616 0,81 0,654 0,84 

100 23 4 26 0,53 0,0967 0,82 0,637 0,827 

100 23 5 

 

0,5141 0,0721 0,86 0,645 0,769 
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Anexo 5.2. Datos crudos correspondientes a los datos de brotación, obtenidos en el presente 

trabajo. 

Tratamien

to 

Re

p 

Explant

e 

Brotes 

0 

Brotes 

7 

Brotes 

14 

Brotes 

23 

 % Brotes 

7 

% Brotes 

14 

% Brotes 

23 

0 1 6 7 7 10 10 0 43 43 

0 2 13 4 7 9 9 75 125 125 

0 3 14 3 3 7 8 0 133 167 

0 4 27 7 7 7 9 0 0 29 

0 5 28 4 4 4 4 0 0 0 

0 6 29 2 2 2 2 0 0 0 

0 7 36 6 10 13 13 67 117 117 

50 1 1 4 12 12 13 200 200 225 

50 2 3 6 9 10 11 50 67 83 

50 3 4 5 13 13 13 160 160 160 

50 4 9 4 5 7 9 25 75 125 

50 5 12 5 9 14 15 80 180 200 

50 6 14 3 4 7 7 33 133 133 

50 7 17 3 6 6 6 100 100 100 

50 8 20 10 13 16 18 30 60 80 

100 1 3 3 6 8 9 100 167 200 

100 2 6 6 9 15 17 50 150 183 

100 3 7 2 2 3 3 0 50 50 

100 4 16 2 3 4 4 50 100 100 

100 5 19 4 9 10 14 125 150 250 

100 6 20 4 5 6 7 25 50 75 

100 7 23 2 3 4 5 50 100 150 

100 8 26 5 9 12 12 80 140 140 

100 9 36 5 8 15 17 60 200 240 
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Anexo 5.3. Datos crudos correspondientes a los contenidos brotes necróticos, obtenidos en 

este trabajo. 

Tratam

iento 

Repeti

ción 

Expl

ante 

Brote

sN.0 

Brote

sN.7 

Brotes

N.14 

Brotes

N.23 

BrotesN

0 (%) 

BrotesN 

7 (%) 

BrotesN 

14 (%) 

BrotesN 

23 (%) 

0 1 6 1 2 2 3 14,3 28,6 20,0 30,0 

0 2 13 0 0 2 2 0,0 0,0 22,2 22,2 

0 3 14 0 1 3 3 0,0 33,3 42,9 37,5 

0 4 27 3 4 4 5 42,9 57,1 57,1 55,6 

0 5 28 1 1 1 4 25,0 25,0 25,0 100,0 

0 6 29 1 1 2 2 50,0 50,0 100,0 100,0 

0 7 36 0 4 4 4 0,0 40,0 30,8 30,8 

50 1 1 0 3 3 3 0,0 25,0 25,0 23,1 

50 2 3 0 3 3 3 0,0 33,3 30,0 27,3 

50 3 4 1 2 2 2 20,0 15,4 15,4 15,4 

50 4 9 1 1 2 3 25,0 20,0 28,6 33,3 

50 5 12 0 1 1 1 0,0 11,1 7,1 6,7 

50 6 14 0 2 2 2 0,0 50,0 28,6 28,6 

50 7 17 1 3 3 3 33,3 50,0 50,0 50,0 

50 8 20 1 1 1 2 10,0 7,7 6,3 11,1 

100 1 3 0 1 1 1 0,0 16,7 12,5 11,1 

100 2 6 0 1 1 1 0,0 11,1 6,7 5,9 

100 3 7 1 1 1 1 50,0 50,0 33,3 33,3 

100 4 16 1 1 1 1 50,0 7,7 7,1 25,0 

100 5 19 0 3 3 3 0,0 33,3 30,0 21,4 

100 6 20 0 1 1 1 0,0 20,0 16,7 14,3 

100 7 23 0 1 1 1 0,0 33,3 25,0 20,0 

100 8 26 0 0 0 0 0,0 0,0 0,0 0,0 

100 9 36 0 2 2 2 0,0 25,0 13,3 11,8 
 

 


