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Resumen

Curcuma longa L. es una especie cuya composicion quimica la hace atractiva al mercado, ya que ademas de los
pigmentos, utilizados como colorante y medicinal, contiene cetonas y alcoholes que le dan sabor al rizoma, por
tanto es utilizado como especia. La propagacion de C. longa se realiza principalmente por via asexual, con bajas
tasas de propagacion, ademas los rizomas son vulnerables a enfermedades, dificultando su almacenamiento. El
cultivo de tejidos vegetales brinda entre otras alternativas, la produccidn de microrrizomas, facilitando el manejo
en invernadero y campo, el transporte, intercambio y la conservacion. El objetivo de este trabajo fue introducir
y multiplicar in vitro plantas de C. longa, e inducir la formacién de microrrizomas. Después de estandarizar el
protocolo de desinfeccion, para los apices establecidos se evalud la altura y coeficiente de multiplicacion como
indice de respuesta a diferentes concentraciones de bencilaminopurina. Para la induccién de microrrizomas se
usaron vitroplantas de 10 cm, evaluando la formacion de estos, el nimero promedio y caracteristicas morfoléogicas.
Los resultados obtenidos sugieren que el medio MS con 2 mg/l de bencilaminopurina (BAP) es adecuado para
producir buena cantidad y calidad de nuevas plantas. Condiciones de oscuridad y la concentracién de sacarosa
por encima de 60 g/l fueron factores determinantes en la induccion de los microrrizomas.
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Abstract

One of the important characteristics of the plant species Curcuma longa L. is its chemical composition that makes
it commercially attractive, because in addition to its pigments, which are used as food dyes or in medicines, it
contains acetones and alcohols that give flavor to its rhizomes, making useful as a spice. Curcuma propagation
is mainly conducted asexually, with low propagation rates; in addition, the rhizomes are susceptible to disease,
making their storage difficult. Plant tissue culture offers, among other alternatives, microrhizome production,
facilitating management in the greenhouse and field, transportation, exchange, and conservation. The goal of
this project was to introduce and multiply C. longa plants in vitro, and induce microrhizome formation. After
standardization of a disinfection protocol, the height and coefficient of multiplication of the established apexes
were evaluated as response indeces to differing bencilaminopurine concentrations. Vitroplants of 10 cm were used
to induce microrhizomes, and their formation, mean number, and morphological characteristics were evaluated.
The results obtained suggested that MS medium with 2 mg/l bencilamonopurine (BAP) is adequate for producing
a good quantity and quality of new plants. Conditions of total darkness and a sugar concentration above 60 g/l
were key factors in the induction of microrhizomes.
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INTRODUCCION

La especie Curcuma longa L. es una planta
monocotiledonea, herbacea, perenne y tropical
perteneciente a la familia Zingiberaceae, origi-
naria del sur de Asiay cultivada principalmente
en Bangladés, China, India, Pakistan y Sri
Lanka; siendo la India su principal exportador
(Bailey 1949).

Sus rizomas tienen multiples aplicaciones, entre
las cuales se puede citar su uso en la industria
de alimentos como especia saborizante, colo-
rante y conservante; en medicina tradicional
como anticancerigeno, antiinflamatorio, anti-
oxidante, antiparasitario, antiviral, antiséptico,
estomatico, tonico y purificador de la sangre
(Chattopadhyay et al. 2004, John et al. 1997),
antibacterial, anticoagulante, antidiabético,
antifibrotico, antifingico, antimutagénico e hi-
pocolesterolémico (Chattopadhyay et al. 2004,
Scartezzini 'y Speroni 2000); también tiene usos
industriales como aromatizante, en la elabora-
cion de cosméticos, como ornamental, en la
proteccion de cultivos, tintura natural, y mas re-
cientemente se ha evaluado, con mucho éxito, el
potencial de sus extractos como controlador de
plagas (resultados propios). Lo anterior, sin que
se registren actividades toxicas, mutagénicas o
reacciones farmacoldgicas adversas a la fecha.

Estas aplicaciones son debidas a que la planta
sintetiza compuestos polifenolicos, derivados
sesquiterpénicos, alcoholes, cetonas y aceites
esenciales volatiles, entre otros (Mau et al.
2003). Entre los polifenoles vale destacar el
diferuloylmethano o curcumina, el cual es res-
ponsable de la mayoria de las acciones farma-
coldgicas de la planta.

Sin embargo C. longa, se ve limitada ya que
es una planta triploide basicamente estéril
(2n = 3x = 63) (John et al. 1997), por lo cual
solo puede ser propagada vegetativamente a
través de rizomas; adicionalmente, su tasa de
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propagacion es muy baja (de 5 a 10 veces en
un afo) y los rizomas son muy vulnerables al
ataque de insectos y a enfermedades causadas
por bacterias y hongos (distintas especies de
Pythium), lo que hace que su almacenamiento
sea complicado y se aumente el riesgo de dis-
persion de los patdgenos. De igual forma, las
enfermedades causadas por distintas especies
de Colleotrichum son un problema para la con-
servacion y almacenamiento de germoplasma de
diferentes especies de Curcuma, principalmente
en depdsitos clonales (Nayak 2000).

Asociado a esto, las necesidades propias de
su cultivo, tales como altitud (entre los 1.300
y 1.800 m) temperatura alta, agua abundante
(1.000 mm minimo de lluvia anual con irriga-
cién complementaria) y suelos 6ptimos (rico
en materia organica), hacen que su comercia-
lizacion y su potencialidad en aplicaciones
no sean tan efectivas y beneficiosas como se
podria esperar. No sobra mencionar que el tipo
y cantidad de metabolitos sintetizados por la
planta varia dependiendo del lugar de origen,
lo que implica que las condiciones de cultivo
influyen grandemente en el control de las rutas
metabolicas (Barrero y Carrefio 1999).

Otro factor que limita el uso sostenible de la
cdrcuma es su tiempo de “maduracion”, el cual
flucta entre siete y nueve meses, esto hace que
la recoleccion de rizomas no pueda ser efec-
tuada sino a partir de los 10 meses posteriores
a la siembra (Filho et al. 2000), alcanzando un
porcentaje favorable solo a los 24 meses después
de la siembra. Esto sin mencionar el efecto que
la explotacidn continuada ha generado en las po-
blaciones de circuma y que a la fecha no ha sido
debidamente evaluado.

Las técnicas de cultivo de tejidos permiten la ob-
tencion de plantas sanas, en mayor cantidad, en
menor tiempo y espacio, sin limitaciones refe-
rentes a las condiciones ambientales, facilitando
el manejo del cultivo, optimizando la produc-
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cion tanto de las plantas como de su contenido de
metabolitos, facilitando y reduciendo costos
de transporte y comercializacion, entre otros;
ademas, y no menos importante, la conservacion
de germoplasma.

Los estudios en el area de cultivo de tejidos in
vitro de C. longa se han orientado principal-
mente a la propagacion y a la generacion de
microrrizomas (Balachandran 1990, Cousins
y Adelberg 2008, Dekkers 1991, Mrudul et al.
2001, Nadgauda et al. 1978, Salvi et al. 2001,
Singh et al. 2011, Tyagi et al. 2004). No obs-
tante, se requieren nuevas investigaciones que
permitan obtener mejores resultados tanto en
propagacion vegetativa como en organogéne-
sis y, obviamente, en la obtencion de plantas
completas.

La formacion de rizomas in vitro de C. longa fue
lograda por Mrudul et al. (2001) y Sunitibala et
al. (2001) utilizando diferentes concentraciones
de citoquininas y azucar, lo mismo que diferen-
tes fotoperiodos; Cousins y Adelberg (2008)
evaluaron diferentes tiempos de exposicion
al medio de induccion de microrrizomas que
contenia BA y/o metiljasmonato, en distintas
concentraciones logrando la formacion de es-
tas estructuras en tiempos cortos (6 semanas)
y largos (23 semanas). Estos resultados se han
obtenido también en especies como C. amada
(Nayak 2002), C. aromatica (Nayak 2000) y jen-
gibre (Zingiber officinale; Sharma et al. 1995).

La produccion de microrrizomas tiene ventajas
comparativas con la produccion in vitro de
plantas. Las plantas micropropagadas necesi-
tan aclimatizacion bajo condiciones de luz y
humedad controladas por varios dias, ademas
del mantenimiento posterior en un invernadero
hasta que sean plantadas en el suelo. Los mi-
crorrizomas, por su parte, pueden ser sembra-
dos directamente en el suelo sin necesidad de
aclimatizacion; ademas su almacenamiento y
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transporte es mucho mas sencillo, facilitando asi
el intercambio de germoplasma (Mrudul et al.
2001). Por esto la obtencién de microrrizomas
mediante cultivo de tejidos es una alternativa
para la propagacion masiva de la especie y por
lo tanto de los curcuminoides, de manera mas
facil, rapida, econdmicay con menor incidencia
de patogenos (Mrudul et al. 2001, Nayak 2000,
2002, Sunitibala et al. 2001).

En Colombia, el trabajo con C. longa se ha
limitado a la propagacion de rizomas mediante
técnicas convencionales realizadas en pequefios
cultivos comerciales con fines alimenticios y
terapéuticos, localizados en Chigorodd, Chocé
y Tolima, principalmente.

El presente estudio tiene como objetivo esta-
blecer las condiciones Optimas para la propa-
gacion in vitro e induccion de la formacion de
microrrizomas de Curcuma longa L., evaluando
su coeficiente de multiplicacion, y el efecto del
fotoperiodo y reguladores de crecimiento sobre
la formacion de microrrizomas.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Como fuente de explantes se
usaron plantas de Curcuma longa L. regenera-
das a partir de rizomas provenientes de Chocd,
Colombia. Las brotes obtenidos fueron indivi-
dualizados y mantenidos bajo condiciones de
vivero hasta el desarrollo de las plantas, usando
unamezclatierraarena (2:1) previamente esteri-
lizada. Cada 30 dias se fertilizaron con las sales
MS (Murashige y Skoog 1962) a la mitad de la
concentracion de su formula.

Desinfeccidn y establecimiento in vitro. Las
yemas apicales localizadas en la base del tallo
fueron utilizadas como explante para los dife-
rentes ensayos de desinfeccion. La seccion basal
de los tallos de seis centimetros de longitud fue
lavada superficialmente con jabon quirtirgico y
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posteriormente enjuagadas con agua corriente
repetidas veces. Luego, en condiciones asépti-
cas, se evaluaron los siguientes protocolos de
desinfeccion.

Protocolo 1: los explantes fueron sumergidos
durante 15 minutos en hipoclorito de sodio al
2% adicionado con Tween 20, seguido por dos
enjuagues con agua destilada estéril y la remo-
cién de bordes y capas externas de tejido hasta
un tamafio de yema de 2,5 cm aproximadamente.
Estas yemas se sumergieron nuevamente en
hipoclorito de sodio al 3% durante 10 minutos,
finalmente se enjuagaron con agua destilada
estéril hasta eliminar los restos de hipoclorito.

Protocolo 2: los explantes fueron tratados con el
fungicida Manzate® a 100 mg/I durante 10 min,
posteriormente se procedié con los pasos des-
critos en el protocolo 1.

Protocolo 3: los explantes fueron tratados como
se describid en el protocolo 1, pero al final se
realizaron cortes eliminando nuevamente el te-
jido externo hasta un tamafio aproximado de la
yema de 1,5 cm. Estas yemas fueron sumergidas
durante 10 a 15 s en una mezcla de hipoclorito al
3% y acido acético al 5% en proporcién 70:30,
y finalmente se enjuagaron con agua destilada
estéril hasta eliminar los restos de la mezcla
biocida.

En todos los casos, los explantes fueron cultiva-
dos en el medio basal MS a pH 5,7 y gelificado
usando gelrite a 1,8 g/l, a una temperatura de
24 + 2 °C con un fotoperiodo de 16 h luz (28-
35 umol m™ s) y 8 h oscuridad. Se establecio
un tamafio de muestra de 15 yemas por tratamien-
to distribuidas individualmente en frascos de
vidrio de 150 ml que contenian 25 ml del medio
de cultivo, se realizaron tres repeticiones en cada
protocolo. Como indicadores de respuesta se
evaluaron: porcentaje de desinfeccion, tipo de
contaminante, porcentaje de viabilidad y nimero
de plantas con brotes.
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Propagacién in vitro. EI medio de cultivo
utilizado para la siembra de las yemas fue el
medio basal MS, manteniendo las condiciones
descritas anteriormente.

Los tratamientos evaluados para el estable-
cimiento y la multiplicacién, se describen a
continuacion. En todos los casos se uso el medio
de cultivo basal MS suplementado con sacarosa
(30 g/l) y gelrite (1,8 g/l), ajustando el pH a 5,7
antes de esterilizar en autoclave a121 °Ca 20 lb de
presion por 15 min. Se evaluo el efecto en dife-
rentes concentraciones (0,0, 2,0, 3,0y 4,0 mg/l)
de bencilaminopurina (BAP) sobre el coeficiente
de multiplicacién en las vitroplantas de 7 cm de
longitud, establecidas como se describio ante-
riormente. El tamafio de muestra utilizado fue
de 23 explantes por tratamiento, cada uno con
cuatro réplicas. Como indicador del efecto se
registrd el nUmero de brotes nuevos por explante
a las cuatro semanas de iniciado el cultivo.

Formacion de microrrizomas. Para la in-
duccion de microrrizomas se evaluaron tres
condiciones luminicas y seis tratamientos
de reguladores de crecimiento como se des-
cribe a continuacion. En todos los casos se
usaron vitroplantas de C. longa de 15 cm de
longitud mantenidas en medio basal MS a
pH 5,7 suplementado con BAP a 2,0 mg/l y
sacarosa a 30 g/l, a temperatura de 25 £ 2 °C.
Los reguladores de crecimiento evaluados
fueron acido naftalenacético (ANA), kinetina
(KIN) y BAP; los medios se prepararon de la
siguiente manera: medio 1, se mantuvo exento
de reguladores; el medio 2, igualmente estuvo
exento de reguladores, y se usé la mitad de
la concentracion de las sales basales MS; el
medio 3, fue adicionado con ANA a 0,1 mg/I
y KIN a 1,0 mg/l; el medio 4, fue adicionado
con ANA a 0,1 mg/l y KIN a 1,0 mg/l en con-
sistencia semisolida; el medio 5, fue adicionado
con BAP a 5,0 mg/l; finalmente el medio 6,
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contenia BAP a 5,0 mg/l con 60 g/l de saca-
rosa. En el tratamiento en que se evalud el
estado semisolido del medio, el agente usado
fue gelrite a 1,6 g/I.

Todos los medios descritos anteriormente fueron
evaluados en distintas condiciones de luz, asi:
0 h luz; 8 h luz-16 h oscuridad; y 16 h luz-8 h
oscuridad.

En todos los casos, el tamafio de muestra fue de
cinco vitroplantas por tratamiento y evaluado
por duplicado. Cada 30 dias las plantas se trans-
firieron a medio fresco de la misma composicion
y a los 90 dias se registrd la formacion o no de
microrrizomas, y el nimero y caracteristicas
morfoldgicas de los mismos.

Anélisis estadisticos. Los datos obtenidos se
procesaron estadisticamente mediante analisis de
varianza simple (ANOVA). La determinacion
de grupos homogéneos y significativamente
diferentes se llevo a cabo mediante la prueba
de Student-Newman-Keuls con un nivel de
confianza del 95%, usando el programa Stat-
graphics 5 plus.

RESULTADOS

Desinfeccion y establecimiento in vitro. Con
la aplicacion del protocolo 1, en el cual los
explantes se sometieron al efecto desinfectante
del hipoclorito de sodio en dos concentraciones
diferentes (2 y 3%), a la accidn surfactante del
Tween 20 y la remocion de tejido externo hasta
un tamafio de yema de 2,5 cm, no se logré dis-
minuir la carga microbiana, el total de explantes
se contaminaron principalmente con hongosy en
algunos casos con bacterias (dato no mostrado).

Considerando los resultados anteriormente des-
critos, en el protocolo 2 se incluyé un tratamiento
inicial con Manzate®; mientras que en el pro-
tocolo 3 se realizd una segunda eliminacién de
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tejido externo hasta lograr un tamafio de yema
de 1,5 cm seguido de la accion conjunta del
hipoclorito de sodio y acido acético.

El tratamiento con el fungicida solo permitio
obtener una proporcion de desinfeccion del
30%, persistiendo tanto hongos como bacterias.
Sin embargo, con el dltimo tratamiento de des-
infeccidn, el porcentaje promedio obtenido fue
de 65,25%, con fluctuaciones entre el 50 y 80%.
Con respecto a la viabilidad, el promedio fue de
90% con una rango entre 88 y 95%. Finalmente,
el nimero promedio de plantas con brotes llego a
ser de 11 con un maximo de 21 plantas (tabla 1).

Tabla 1. Efecto del protocolo 3 de desinfeccion en explantes
de Curcuma longa L. (N = tamafio de muestra. % D =
porcentaje de desinfeccion. % V = porcentaje de viabilidad.
# P = nimero de plantas con brotes)

Repeticiones N % D % V #P
1 16,00 56,00 89,00 8,00
2 16,00 50,00 88,00 8,00
3 28,00 75,00 95,00 21,00
4 10,00 80,00 88,00 7,00

Promedio 17,50 65,25 90,00 11,00

Propagacion in vitro. Con el objetivo de ob-
tener el mayor nimero de brotes por explante,
se evaluaron distintas concentraciones de BAP.
Paraddjicamente, el medio sin BAPy los medios
con concentraciones altas de este regulador de
crecimiento no mostraron diferencias significa-
tivas entre ellos, logrando un nimero de brotes
entre cinco y seis. En contraste, usando BAP a
2,0 mg/l se obtuvo el mayor nimero de brotes
por explante (11 brotes; tabla 2), mostrando una
diferencia estadisticamente significativa con
respecto al control.
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Tabla 2. Efecto de la concentracion de bencilaminopurina
(BAP) en la formacion de brotes de Curcuma longa L. (N =
tamafio de muestra; # B = nimero de brotes; X = nimero
promedio; S E = significancia estadistica)

[BAP] mg/l N #B X SE
0,0 23 6 1,52 a
2,0 23 1 3,17 b
3,0 23 5 2,22 ab
4,0 23 5 1,87 ab

Es de anotar que las caracteristicas morfoldgicas
de las plantas desarrolladas usando 2,0 mg/l de
BAP difieren de las demads, presentando mayor
altura (6 = 3 cm), mejor capacidad de formar
raices y mayor vigor de la planta.

Formacion de microrrizomas. Para inducir la
formacion de microrrizomas se evaluaron me-
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dios con distintas caracteristicas de reguladores
de crecimiento, concentracion de sacarosa y
consistencia, en diferentes regimenes de foto-
periodo.

Cuando las plantas se cultivaron en ausencia
de luz, no se detecto diferencias significativas
en el nimero de microrrizomas, usando como
referencia las caracteristicas de los medios de
cultivo. Una situacion que se repitié en los
demas fotoperiodos evaluados, salvo aquellos
como el medio 5 con 16 h/luz y el medio 6 con
8 h/luz, en los que no se logré la formacion de
microrrizomas. No obstante, al comparar las
condiciones de fotoperiodo, independiente-
mente del medio de cultivo, se evidencidé una
diferencia estadisticamente significativa al
mantener condiciones de ausencia de luz. Esto
es, a 0 h/luz, en todos los medios de cultivo, se
obtuvieron entre 2 y 5 microrrizomas con pro-
medio de 4,33, en tanto que con los regimenes

Tabla 3. Efecto de los medios de cultivo y fotoperiodo en la induccién de microrrizomas de Curcuma longa L. [X = nimero
promedio. Tratamientos (reguladores de crecimiento: &cido naftalenacético (ANA), bencilaminopurina (BAP) y kinetina (KIN):
Medio 1 = sin reguladores; Medio 2 = sin reguladores y ¥ de MS; Medio 3 = ANA 0,1 mg/l + KIN 1,0 mg/l; Medio 4 = ANA
0,1 mg/l + KIN 1,0 mg/l + 0,8 g/l gelrite; Medio 5 = BAP 5,0 mg/l; Medio 6 = BAP 5,0 mg/l + sacarosa 60 g/l). g | = grados
de libertad. Y2 = sumatoria de cuadrados. X2 = X cuadraticas. C F = coeficiente F. P = probabilidad (p = 0,05)]

# de microrrizomas

gl 2 X2 CF P

Fotoperiodo 0hluz 8 hluz

16 h luz

Tratamientos
Medio 1
Medio 2
Medio 3
Medio 4
Medio 5
Medio 6
X 4,

w O~ O g N a

Significancia b a a

Interaccion medio cultivo/fotoperiodo

2 14,78 7,39 4,46 0,041

5 9,61 1,92 1,16 0,39

10 16,56 1,65
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de luz de 8y 16 h los promedios fueron de 2,50
y 2,33, respectivamente (figura 1; tabla 3).

Figura 1. Microrrizomas de Curcuma longa (L.) formados
usando el medio 1 a 0 h/luz

DISCUSION

Desinfeccion y establecimiento in vitro. Como
es bien conocido, superar las dificultades de
la etapa de desinfeccion es crucial para lograr
avanzar en las siguientes etapas de la micro-
propagacion, y el cultivo de tejidos en general.
Es asi como para conseguir una desinfeccion
eficiente se deben considerar, entre otros, la pro-
cedencia del material vegetal, las condiciones
de crecimiento, el tipo y concentracién de los
desinfectantes y sus posibles combinaciones con
otro tipo de compuestos o practicas.

En el presente estudio, se trabajé con plantas
madre que se desarrollaron y mantuvieron bajo
condiciones de vivero, donde no se tiene ningln
control de los contaminantes ambientales a los
cuales estan expuestas las plantas. Teniendo esto
en mente, es razonable suponer que el poco éxito
de los tratamientos de desinfeccion empleados
inicialmente fue debido a la carga infectiva
portada por el material de inicio, la cual incluia,
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segun la inspeccion visual del material, tanto
bacterias como hongos.

Es relevante anotar que aunque se uso hipo-
clorito de sodio, uno de los desinfectantes mas
ampliamente utilizados por sus propiedades bio-
cidas sobre bacterias y hongos, en condiciones
tan drasticas como 3% de concentracion por
15 min, fue necesario hacer un pretratamiento
con agentes antiflngicos y aun asi no se logroé
el nivel de desinfeccion requerido.

En vista de los resultados anteriores, la perti-
nencia de emplear un tratamiento mas fuerte
se valida, aun a costa de sacrificar, en parte la
viabilidad de los tejidos. En el presente caso,
fue necesario recurrir a laaccion combinada del
hipoclorito de sodio con &cido acético (70:30).
Como referencia para incluir este tratamiento
en el estudio, se recurrié a resultados previos
descritos en précticas no reportadas por nuestro
laboratorio. El acido acético actda bajando el
pH de la solucion, esto afecta a los microorga-
nismos haciendo més efectiva la desinfeccion,
sin descartar el impacto que pueda tener este en
combinacion con el hipoclorito de sodio sobre
las proteinas de la pared y membrana celular,
y por ende en la viabilidad de los microorga-
nismos. Este tratamiento aunado a la remocion
progresiva de capas superficiales del tejido, per-
mitieron alcanzar porcentajes de desinfeccion
superiores al 60%, lo cual a la luz de lo antes
mencionado, hace factible considerar como un
nivel muy adecuado para este material. No sobra
resaltar que la viabilidad del tejido se mantuvo
en un promedio del 90%.

Mas aun, segun los registros la aplicacion de
tratamientos efectivos, que incluyen tanto fun-
gicidas como antibioticos, pueden tener reper-
cusiones negativas dependientes del genotipo
en la capacidad de regeneracién del explante
inicial y en la estabilidad genética del material
vegetal resultante (Da Silva et al. 2003). En este
caso, aunque no se han llevado a cabo pruebas
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especificas para asegurar su estabilidad genética,
su capacidad de regeneracion y sus caracteris-
ticas morfoldgicas y fisioldgicas no se vieron
afectadas. Las plantas alcanzaron una longitud
superior a 15 cm, con raices profusas, gruesas
y largas; adicionalmente se pudo constatar la
aparicion de pequefios brotes.

Es de resaltar que en este protocolo de desinfec-
cién se obvia la utilizacion de cloruro de mercu-
rio, el cual ha sido necesario para lograr éxito en
la desinfeccion de tejidos del género Curcuma
(Hoang et al. 2005, Mrudul et al. 2001, Nayak
2000, 2002, Singh et al. 2011, Tyagi et al. 2004).

La reduccion del tamafio del explante, debida
a la progresiva remocion de tejido, es un factor
clave en el éxito de este protocolo de desin-
feccion. Cuando se eliminaron capas de tejido
hasta un tamafo de yema inferior a 1,0 cm la
viabilidad es severamente afectada, de forma tal
que todos los tejidos de este tamario sufrieron un
proceso de necrosamiento, el cual corresponde
al 8,7%. Sin embargo, las yemas de mayor ta-
mario mantuvieron su capacidad regenerativa, el
95,7% de las plantas produjeron nuevos brotes.

Propagacion in vitro. Desde mucho tiempo
atras es aceptado que las citoquininas actdan
rompiendo la dominancia apical que ejercen los
apices meristematicos en las plantas, lo cual se
traduce en el aumento de la frecuencia de for-
macion de yemas laterales y adventicias. Los
resultados de este estudio son consistentes con
esto, de forma tal que en el tratamiento control,
exento de BAP, el nimero de brotes obtenidos
fue el mas bajo.

Llama la atencion que al usar concentraciones
mayores de BAP (superiores a 3,0 mg/l) el
efecto observado en la formacién de brotes se
afecta, mostrando nuevamente resultados que no
presentan diferencia significativa con el control
sin el regulador. Es probable que este efecto sea
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debido a que el balance a favor de la formacién
de nuevos brotes sea alterado por el exceso mis-
mo del BAP, se debe recordar que los efectos
fisiologicos de las citoquininas son explicados
por su interaccion con las auxinas, y mas aun,
en el control de la expresién de los genes que
codifican las citoquininas participan, entre otros,
las citoquininas mismas (Segura 2008). Asi, es
de esperar que la adicion de citoquinina exdgena
se comporte diferencialmente dependiendo del
nivel enddgeno tanto de las auxinas como de
las citoquininas. Esto se ejemplifica en la gran
disimilitud de las concentraciones de BAP re-
portadas para llegar a la 6ptima multiplicacién
de los brotes en C. longa (Cousins y Adelberg
2008, Naz et al. 2009, Singh et al. 2010, Tyagi
et al. 2004).

Ademas del nimero de brotes formados, es
importante considerar las caracteristicas mor-
foldgicas de las plantas desarrolladas, entre las
cuales se pueden destacar la altura, el grosor, la
coloracion y la formacién o no de raices. En el
presente estudio, cuando se usaron 2,0 mg/l de
BAP fue evidente que las caracteristicas feno-
tipicas de las plantas obtenidas sobresalieron
favorablemente entre los demas tratamientos
evaluados (dato no mostrado).

De otro lado, es importante considerar que la
formacidn de estructuras aéreas y raices de
manera simultanea es una cualidad altamente
deseable para facilitar la propagacion y el es-
tablecimiento ex vitro del material vegetal. En
este sentido, los resultados obtenidos fueron
altamente satisfactorios, ya que esta simulta-
neidad en el desarrollo organogénico evita el
uso posterior de tratamientos hormonales para
inducir la formacion de raices.

Formacién de microrrizomas. Una de las
caracteristicas del proceso de induccion de 6rga-
nos de reserva como tubérculos y rizomas es el
engrosamiento de la base del tallo. La mayoria
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de plantas que se propagan vegetativamente
presentan drganos capaces de acumular sustan-
cias de reserva en sus parénguimas primarios
y secundarios en un determinado momento del
ciclo bioldgico. Estos 6rganos pueden ser los
tallos, las raices y las hojas. Algunos 6rganos
de multiplicacién, a la vez que acumulan sus-
tancias de reserva, presentan hipertrofia radial
de los érganos tuberizados que se convierte en
organos de almacén, y después de un periodo
mas 0 menos largo sirven para la multiplicacion
de la especie (Vazquez y Torres 2001).

Cabe mencionar trabajos que han descrito la
formacion de microrrizomas en diferentes
especies de Curcuma, como por ejemplo: Cou-
sins y Adelberg (2008), Hashemy et al. (2009),
Mrudul et al. (2001) y Sunitibala et al. (2001)
en C. longa; Nayak (2000) en C. aromética; y
Nayak (2002) en C. amada.

Uno de los aspectos de importancia en la induc-
cion de microrrizomas es la composicion del
medio de cultivo, particularmente la disponibi-
lidad de nitrégeno (Agramonte 1999). Al reducir
las sales MS a la mitad de su concentracion
(medio 2) se observo una clara reduccién en el
numero de microrrizomas obtenidos. Si bien no
hubo diferencia estadisticamente significativa en
lo que respecta a la concentracion de las sales
MS, es importante resaltar que esta tendencia
puede ser explicada por esa baja disponibilidad
de nitrégeno. Adelberg (2010) advierte la impor-
tancia de la disponibilidad de nitrato y amonio,
como fuentes de nitrégeno, en el incremento de
biomasa y la multiplicacion de yemas apicales
en C. longa. Este mismo autor reporta que mi-
nerales como el fosforo, el azufre, el magnesio
y el cobre son suplementos necesarios para la
formacion de érganos de almacenamiento.

En gran variedad de especies se ha demostrado
que el nivel de sacarosa en el medio de cultivo
influye significativamente la formacion de 6rga-
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nos de almacenamiento in vitro (bulbos, cormos,
tubérculos y rizomas; Adelberg y Cousins 2007,
Mrudul et al. 2001, Nayak 2000, Sunitibala et
al. 2001, Shirgurkar et al. 2001), ya que cons-
tituye la fuente de carbono y agente osmotico
esencial para la formacion de estas estructuras.
Sin embargo, en estudios realizados compa-
rando la sacarosa y el manitol en medios con
potenciales osmoticos equivalentes, se encontrd
que solo la sacarosa promueve la formacion
de microtubérculos en papa (Martinez et al.
1991), 6rgano de almacenamiento. Mas aln, es
probable observar un efecto contrario, es decir
de inhibicidon de la formacion de los microrrizo-
mas por un alto potencial osmético (Mrudul et
al. 2001, Sunitibala et al. 2001), lo cual puede
ser debido a un fuerte impedimento estérico al
desarrollo de estas estructuras. Demostrando
que el efecto osmotico no es el inductor como si
lo es la disponibilidad de la fuente de carbono.

La formacion de érganos de reserva también es
afectada por el fotoperiodo, se ha reportado que
periodos cortos de luz estimulan la formacion
de microrrizomas, sin embargo, no hay consis-
tencia en los informes al respecto. Ejemplo de
ello son las investigaciones realizadas por Mru-
dul et al. (2001) en C. longa, quienes reportan
mejores resultados en la induccion de micro-
rrizomas incubando en condiciones de total
oscuridad. En contraste, tanto Hashemy et al.
(2009) como Sunitabala et al. (2001), evaluando
la misma especie, describen mejores resultados
con un fotoperiodo de 8 h/luz. En otras especies
del mismo género, como lo son C. aromatica
y C. amada, estudios de Nayak (2000, 2002)
describen la induccién de microrrizomas en
condiciones o6ptimas con 8 y 16 h/luz, respec-
tivamente. En el presente estudio se determind
que la incubacion en condiciones de oscuridad
total potencian la formacion de microrrizomas
(entodos los medios de cultivo evaluados), apo-
yando el reporte de Mrudul et al. (2001), pero
en contraste con lo reportado por Hashemy et al.
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(2009) y Sunitabala et al. (2001). La significan-
cia de estos resultados tan contrastantes, no solo
pueden ser debidos a la influencia que obvia-
mente tiene el genotipo, sino también al efecto
que pueden estar ejerciendo las condiciones de
cultivo previas a los tratamientos de induccion
de microrrizomas, particularmente la intensidad
luminica, y la composicion y consistencia del
medio de cultivo empleados en la etapa de mul-
tiplicacion de las plantas a las cuales se inducira
la formacidon de microrrizomas, factores que no
han sido correlacionados previamente para el
género Curcuma.

Finalmente, a diferencia de los estudios previos
(Adelberg 2010, Adelberg y Cousins 2007,
Hashemy et al. 2009, Mrudul et al. 2001, Na-
yak 2000, Sunitibala et al. 2001, Shirgurkar et
al. 2001), en nuestro estudio no se evidencio
una diferencia significativa en el efecto de los
reguladores de crecimiento evaluados sobre la
formacion de microrrizomas, lo cual refuerza
la hipotesis de la marcada influencia de las
condiciones de cultivo en las etapas previas a
la inducciodn.
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