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RESUMEN

La curcuma (Curcuma longa L.) es una especia que se ha abierto campo en nuestro pais
principalmente por su uso medicinal, como condimento y colorante natural. Con la idea
de crear nuevas estrategias para aumentar la produccion, disminuir la cantidad de
material de siembra y obtener plantas sanas, se desarrollaron dentro del Laboratorio de
Biotecnologia de la Universidad de Oriente, Nucleo Monagas, diferentes alternativas de
propagacion por minirizomas, implementando tres métodos de siembra: in vitro,
hidropénico y en sustrato y compararlos utilizando los parametros estadisticos, media
aritmética, varianza y desviacion estandar. Sin embargo, por el método in vitro no fue
posible establecer comparacién con los otros métodos debido al alto indice de
contaminacién por presencia de hongos y bacterias a pesar de que se aplicaron
diferentes técnicas de desinfeccion. No obstante, con los resultados obtenidos en el
sistema hidroponico y sustrato fue posible realizar evaluaciones de sobrevivencia,
namero de hojas y altura del brote a los 15, 30 y 45 dias después de la siembra, también
se evalu6 diametro del tallo, enraizamiento y peso fresco a los 45 dds; los resultados
demostraron similitud en cuanto al nimero de hojas y enraizamiento, mientras en la
sobrevivencia hubo diferencia de casi 25 % a los 45dds favoreciendo al método por
sustrato, las variables restantes resultaron superiores en la propagacion por
minirizomas en sustrato. Es importante mencionar que en este método también se
observd la formacion de nuevos rizomas, lo que lo hace la técnica ideal para la
propagacion de plantas utilizando minirizomas.

Palabras clave: Carcuma, minirizomas, in vitro, hidroponico, sustrato.
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ABSTRACT

Turmeric (Curcuma longa L.) is a spice that has gained ground in our country mainly
for its medicinal use, as a condiment and natural colorant. With the idea of creating
new strategies to increase production, reduce the amount of planting material and
obtain healthy plants, different alternatives for propagation by minirhizomes were
developed within the Biotechnology Laboratory of the Universidad de Oriente, Nucleo
Monagas, implementing three methods. sowing: in vitro, hydroponic and in substrate
and compare them using the statistical parameters, arithmetic mean, variance, and
standard deviation. However, by the in vitro method it was not possible to establish a
comparison with the other methods due to the high contamination rate due to the
presence of fungi and bacteria even though different disinfection techniques were
applied. However, with the results obtained in the hydroponic system and substrate it
was possible to carry out evaluations of survival, number of leaves and shoot height at
15, 30 and 45 days after sowing, stem diameter, rooting and weight were also evaluated.
fresh at 45 days; The results showed similarity in terms of the number of leaves and
rooting, while in survival there was a difference of almost 25% at 45 days favoring the
substrate method, the remaining variables were superior in the propagation by
minirhizomes in substrate. It is important to mention that in this method the formation
of new rhizomes was also observed, which makes it the ideal technique for the
propagation of plants using minirhizomes.

Keywords: Turmeric, minirhizomes, in vitro, hydroponic, substrate.
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INTRODUCCION

La clrcuma (Curcuma longa L.) es una planta monocotileddnea, perenne,
perteneciente a la familia de las Zingiberaceae, apreciada principalmente por sus
rizomas los cuales tienen una tonalidad que va desde amarillo hasta naranja muy
intenso. Tiene propiedades innovadoras para la industria de alimentos, cosmética y
farmacéutica. Sus variadas aplicaciones permiten dar color y sabor a los alimentos,
sin mencionar que es el principal ingrediente del curry y la mostaza; ademas, esta
comprobado que posee propiedades medicinales de efectos terapéuticos, siendo un
poderoso antioxidante y antiinflamatorio. Sus diversas aplicaciones, incluso para la
industria manufacturera, han llegado a cobrar importancia en la elaboracion de
productos de panaderia, cereales, galleteria, heladeria, yogures, mantequillas, quesos,
incluso bebidas gaseosas en la sustitucion del controvertido colorante sintético
“Tartrazina” identificado como uno de los promotores de la enfermedad del cancer

(Rubino, citado por Espinosa, 2020).

La clrcuma segun indican Benavides et al. (2010), ha sido comercializada
desde tiempos muy antiguos, por lo que es dificil conocer su origen con precision.
Probablemente el centro de origen sea el sudeste asiatico concretamente la zona
meridional de Vietnam y las Indias orientales. Los paises productores de curcuma en
el mundo son pocos y no satisfacen la necesidad del mercado. El principal productor
y consumidor en el mundo es la India con un 90%; también consumen Francia,
Estados Unidos y Alemania (Ishuiza, 2011).

Existe muy poca informacion documentada sobre la produccion y consumo de
carcuma en Venezuela; sin embargo, en los afios 2019 y 2020losdiarios Vision
Agropecuaria y Minuta Agropecuaria respectivamente, sefialaron que este cultivo no

alcanza las 50 hectareas sembradas a nivel nacional y revelan que el estado



Portuguesa es el mayor productor, llegando a obtener rendimientos de 22.000 kg /ha.
Segun E. Ortiz (comunicacion personal, 2021), en el estado Monagas son pocos los
productores que se dedican a este cultivo y los rendimientos en la zona estan por
debajo de 10.000 kg/ha.

El material de propagacion de este cultivo esta constituido por los rizomas; en
algunos casos los productores usan secciones del rizoma principal (madre) o el
rizoma secundario, los cuales tienen un peso entre 20 y 50 g, y la densidad de siembra
aproximada es de 66.667 plantas/ha (Saiz de Cos, 2014). Estos datos indican que
deben destinarse entre 1.333 y 3.333 kg/ha de rizoma “semilla” para la reproduccion,
siendo minuciosamente seleccionados; tomando en cuenta caracteristicas como

sanidad vegetal y criterios de calidad.

Urrea et al. (2017) resefian que, por ser una planta triploide, basicamente estéril
y con un periodo de dormancia de la semilla superior a 12 meses, la propagacion en
circuma se da casi exclusivamente por via vegetativa, usando los rizomas como
propagulos. Aun asi, su tasa de propagacion es muy baja ya que los rizomas son
susceptibles al ataque de insectos y patdgenos, los cuales representan un gran
problema no solo en la propagacion, conservaciéon y almacenamiento, sino también
aumenta el riesgo de dispersion de estos. Actualmente hay posibilidades amplias para
mejorar y desarrollar los cultivos que se reproducen vegetativamente, gracias a la
disponibilidad y difusion de tecnologias avanzadas, en particular la micropropagacion

de plantas y la produccion de materiales libres de enfermedades.

Por tanto, es preciso buscar otras alternativas de propagacion, tales como la
produccion de plantas mediante “semilleros” que permitan que una vez las plantas
tengan cierto nivel de desarrollo puedan ser llevadas al campo con menor riesgo de

pérdidas. La utilizacion de cultivo de tejidos es otra opcion para la propagacion



masiva de vitroplantas de genotipos de buen nivel de adaptacién y libres de insectos
plagas y/o enfermedades, bajo condiciones controladas y en cualquier época del afo.

El Laboratorio de Biotecnologia del Ndcleo de Monagas de la Universidad de
Oriente, asi como las instalaciones de los invernaderos y la Microestacion del
Instituto de Investigaciones Agropecuaria de la Universidad de Oriente (IIAPUDO),
todos ubicados en el Campus Juanico, presentan condiciones adecuadas para
establecer este tipo de investigaciones y abrir nuevas lineas de investigacion en el
campo de las especias y ademas determinar la factibilidad econémica de desarrollar
vitroplantas de curcuma (Curcuma longa L.) en el Laboratorio de Biotecnologia del
Nucleo Monagas de la Universidad de Oriente y también la produccion de plantulas

“semillas” a través de minirizomas.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar estrategias que permitan la multiplicacion de plantas de cdrcuma
(Curcuma longa L.) en el Laboratorio de Biotecnologia del Nucleo Monagas de la

Universidad de Oriente.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Evaluar el crecimiento y desarrollo de plantas de curcuma (Curcuma longa L.)
producidas a partir de brotes de rizomas grelados en camara himeda y luego
sembradas bajo sistema hidroponico.

» Evaluar el crecimiento y desarrollo de las plantas de cdrcuma (Curcuma longa
L.) producidas a partir de brotes de rizomas grelados en camara hiumeda y luego
sembrados directamente en sustrato compuesto por la mezcla de tierra negra,
cascara de arroz y humus solido de lombriz roja californiana (Eisenia foetida).

» Evaluar el crecimiento y desarrollo de vitroplantas de carcuma (Curcuma longa
L.) producidas a partir de la regeneracion de brotes de los rizomas bajo camara
himeda y luego establecidos en medio de cultivo basico MS.

» Comparar el crecimiento y desarrollo de las plantas de curcuma (Curcuma
longa L.) generada por los tres métodos especificados en los objetivos
anteriores, con base a la sobrevivencia, altura de las plantas, nimero hojas,

didmetro del tallo en el cuello, enraizamiento y peso himedo.



MARCO TEORICO

ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Ventura et al. (2003) desarrollaron una metodologia para la propagacion in
vitro de C. longa via organogénesis indirecta. Para la obtencion de plantulas,
utilizaron las yemas vegetativas de los rizomas crecidos asépticamente propuesta por
el medio Murashige y Skoog (MS). La desdiferenciacion del tejido e induccion a
callo se obtuvo con explantes de la parte basal de plantulas in vitro en un medio de
cultivo MS suplementado con acido 2,4-diclorofenoxiacético (1,5 mg/l) y Bencil
aminopurina (0,2 mg/l). La combinacion de &cido indolacético y cinetina promovio la
induccidn de brotes y raices y la formacién de nuevas plantas, lo que hizo innecesaria
la transferencia de los cultivos a otro medio para inducir la organogénesis. Para la
aclimatacion ex vitro de las plantas utilizé un sistema hidroponico, el cual permitié la
disminucion gradual de la humedad relativa ambiental. Las plantas aclimatadas
presentaron un alto porcentaje de sobrevivencia, asi como un crecimiento continuo

durante seis semanas, en las cuales se desarrollaron completamente.

Espinosa et al. (2009) determinaron el efecto de la longitud de la yema, el
estado fisico del medio de cultivo y la concentracion de sales inorganicas y
reguladores del crecimiento en el establecimiento y multiplicacion in vitro de
Curcuma. En el establecimiento utilizaron yemas extraidas de rizomas principales, las
cuales desinfectaron, eliminaron varias capas de primordios foliares y cortaron yemas
de 0,5a0,7cm, 0,8a1,0cmydel1a1l3cmde longitud. Para la multiplicacion
usaron plantas in vitro con 30 dias de establecidas y al medio de cultivo basal
adicionaron diferentes concentraciones de 6-BAP (0,0, 2,0, 4,0, 6,0 mg.I"). Ademas,
determinaron el efecto de adicionar las sales MS al 25, 50, 75 y 100% (control), asi

como emplear el medio de cultivo en estado liquido o semisélido. Lograron aumentar



los valores de desinfeccidn y establecimiento in vitro para el cultivo, al utilizar yemas
terminales con una longitud de 0,8-1,0 cm e hipoclorito de sodio al 2% durante 25

minutos.

Urrea et al. (2011), argumentan que otro factor limitante en el uso sostenible de
la circuma es su tiempo de “maduracion”, el cual fluctda entre siete y nueve meses,
esto hace que la recoleccion de rizomas no pueda ser efectuada sino a partir de los 10
meses posteriores a la siembra, alcanzando un porcentaje favorable solo a los 24
meses después de la siembra. Esto sin mencionar el efecto que la explotacion
continuada ha generado en las poblaciones de circuma y que a la fecha no ha sido

debidamente evaluado.

Los mismos autores lograron introducir y multiplicar in vitro plantas de C.
longa e inducir la formacion de minirizomas. Efectuaron tres protocolos de
desinfeccion, en el primer protocolo 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 remocion 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 y
finalmente se enjuagaron con agua destilada estéril hasta eliminar los restos de
hipoclorito. Durante el segundo protocolo los explantes fueron tratados con fungicida
Manzate® (Mancozeb) a 100 mg/l durante 10 min, posteriormente se procedié con
los pasos descritos en el protocolo anterior. Para el Gltimo protocolo los explantes
fueron tratados como se describié en el protocolo uno, pero al final se realizaron
cortes eliminando nuevamente el tejido externo hasta un tamafio aproximado de la
yema de 1,5 cm. Estas yemas fueron sumergidas durante 10 a 15 segundos en una
mezcla de hipoclorito al 3% Yy &cido acético al 5% en proporcion 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 cultivados después 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 horas luz y 8 horas de oscuridad. Para los apices establecidos
evaluaron la altura y el coeficiente de multiplicacion como indice de respuesta a
diferentes concentraciones de bencilaminopurina (0,0, 2,0, 3,0 y 4,0 mg/l). Para la
induccion de minirizomas usaron vitroplantas de 10 cm, evaluando la formacion de
éstos, el numero promedio y caracteristicas morfoldgicas. Los resultados obtenidos
sugieren que el medio MS con 2 mg/Il de bencilaminopurina (BAP) es adecuado para
producir buena cantidad y calidad de nuevas plantas. Condiciones de oscuridad y la
concentracion de sacarosa por encima de 60 g/l fueron factores determinantes en la

induccion de los minirizomas.

Espinosa et al. (2012) aseguran que el establecimiento de areas de produccién
de semilla sana por el productor es una alternativa para seleccionar semilla y reducir
la diseminacidon de plagas, principalmente la enfermedad pudricién suave del rizoma.
Recomiendan el uso de plantas limpias, provenientes de cultivo de tejidos, las cuales
serian las plantas madre o productoras de rizomas “semilla”. El uso de plantas in vitro
para la produccién de semilla libre de plagas es una alternativa para mejorar la
calidad fitosanitaria de la semilla.

Los mismos autores evaluaron la respuesta morfoagrondmica de plantas de
circuma obtenidas por cultivo de tejido y por rizomas en condiciones organoponicas.
Emplearon plantas de curcuma multiplicadas in vitro durante el desarrollo de cuatro
subcultivos consecutivos con una frecuencia de 30 dias. EI medio de cultivo usado
fue MS basico, suplementado con 0,1 g/l de Mio-inositol, 4,0 mg/L de 6-
bencilaminopurina y 30,0 g/L de sacarosa, solidificado con agar 6,0 g/l. Las plantas in
vitro fueron aclimatadas durante 30 dias en condiciones semicontroladas de casa de
adaptacion, sobre un sustrato compuesto por una mezcla (1:2) de suelo-estiércol
vacuno totalmente descompuesto. Para el método de propagacion tradicional, usaron

rizomas provenientes de la cosecha anterior, almacenados durante cuatro meses en



condiciones semicontroladas de laboratorio, seleccionados por su sanidad, libres de
dafios fisicos y de tamafio homogéneo (longitud de 6-7 cm y masa de 10-12 g).Los
resultados mostraron una alta supervivencia (100%), para las plantas provenientes del
cultivo in vitro, asi como para las obtenidas a partir de los rizomas, lograron un
mayor crecimiento de las plantas propagadas por el cultivo de tejidos durante todo el
ciclo de cultivo, sin cambios en las caracteristicas morfoldgicas evaluadas. Los
rendimientos en las plantas provenientes del cultivo de tejidos fueron superiores en

comparacion con las plantas propagadas por el método tradicional.

Urrea et al. (2014), sefialan quea pesar de que se han demostrado mdultiples
propiedades farmacologicas, alimenticias e industriales en C.longa, su gran potencial
de mercado no ha sido comercializado en la medida en que se esperaria. La dificultad
de propagacion de la especie, que se da exclusivamente por via vegetativa al ser un
triploide estéril, aunada a las exigencias ambientales de su cultivo y su alta
susceptibilidad al ataque de distintos patdgenos, han sido las causas por las cuales no
se ha dado un aprovechamiento acorde a las propiedades y potencialidades de la
planta. Para ello, como estrategia para la obtencién de gran cantidad de germoplasma
con caracteristicas fitosanitarias 6ptimas, se han implementado diferentes técnicas de
cultivo in vitro, incluyendo la formacién de minirizomas y la micropropagacion de

plantas.
BASES TEORICAS

Generalidades del cultivo

La carcuma (Curcuma longa L. sindnimo de Curcuma domestica Val.) es una
planta milenaria, originaria del continente asiatico, especificamente de la India

Oriental. Ha sido cultivada desde hace mas de cinco mil afios en ese pais por sus

multiples usos y beneficios. Es una planta muy apreciada como condimento y



colorante, de uso imprescindible en la preparacion de algunos productos alimenticios
y platos tradicionales en los paises asiaticos (Hossain e Ishimine, 2005).

El nombre de cdrcuma deriva del arabico antiguo de la planta Kurkum, mas
conocida como azafran, de hecho, a la circuma se la conoce como el azafran asiético.
En espafiol se le conoce como clrcuma, kunyit en Indonesia, turmeric en ingleés,

curcuma en italiano y francés, gelbwutz en aleman, ukon™” = >~ en japonés, zerdecal

en turco, jianghuang. ¥ en chino y kurkuma en holandés (Saiz de Cos, 2014).

Importancia del cultivo de carcuma

La curcuma posee diversos compuestos con actividad bioldgica, tales como,
curcumina (principal curcuminoide), Ar-turmerona y furanodieno. Estos compuestos
le otorgan diversas propiedades funcionales, destacando la capacidad anticancerigena
y actividad antiinflamatoria, por lo que el consumo de este alimento otorga
potenciales beneficios a la salud humana. Los compuestos con actividad biologica no
solo le confieren propiedades funcionales (beneficios para la salud humana), sino que
también le otorgan capacidad antimicrobiana, la cual permite extender la vida atil de

productos alimenticios desde el punto de vista microbiolédgico (Esparza, 2021).

Han sido comprobadas las propiedades medicinales, destacandose las
antioxidantes y hepatoprotectoras, mediadas por su alta capacidad de proteccion del
ADN contra el dafio peroxidativo. Posee reconocidas propiedades antiinflamatorias y
antiesclerdticas, lo que justifica su uso en el tratamiento de inflamaciones y artritis,
asi como en la prevencion de arteriosclerosis y tromboembolismos. Se ha
comprobado su eficacia en el control de desordenes respiratorios, gastrointestinales y
en afecciones de la piel como psoriasis 0 eczemas, es preventiva del cancer y de los

desdrdenes cardiovasculares (Mesa et al., 2000). En la industria alimentaria, su resina
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se utiliza como agente saborizante y colorante alimenticio de color anaranjado, siendo
éste la curcumina, que sirve para aromatizar y dar color a mantequillas, quesos,
diversas conservas, mostaza, palomitas de maiz de colores, cereales, sopas, caldos,

productos carnicos y lacteos (Benavides et al., 2010).

El color amarillo-naranja presente en los rizomas de la circuma se debe a los
derivados diarilmetalicos, esto segun lo indicado por Montafio y Montes (2004)
quienes explican que la curcumina es el derivado mas importante. La curcumina es un
polvo cristalino insoluble en agua y éter, pero soluble en etanol y &cido acético
glacial. El rizoma presenta también aceites volatiles en un méaximo de 5%. Son estos
compuestos terpenoides los que le dan el aroma caracteristico a este rizoma (Hilario
et al.,2018).

Se reporta un punto de fusion 180-183°C. Las caracteristicas de aroma y sabor
son determinadas por los constituyentes de los aceites volatiles. En los tipos de
carcuma comerciales, el contenido de pigmentos (expresados en curcumina) esta

entre 0,5 a 6 % y de aceites volatiles entre 1,3 a 6% (Montafio y Montes, 2004).

Produccién de circuma en Venezuela

En Venezuela, la cdrcuma tiene apenas una pequefia expresion econdmica,
destinandose casi en su totalidad a las industrias nacionales de colorantes

alimenticios.

Segun lo indicado por Barreto y Carrefio (1999), la produccion de curcuma a
nivel nacional para el afio en 1993 era aproximadamente 100 toneladas de rizoma por
afio; sin embargo, se desconocia la calidad del producto nacional para evaluar su

potencial como colorante y saborizante en comparacion al producto importado, del
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cual se importaban aproximadamente 25.916 kg de rizomas secos pulverizados,
equivalente a 94.688 kg de producto fresco.

Actualmente se desconoce el area total de siembra a nivel nacional. El diario
Minuta Agropecuaria en el afio 2020 reportd6 que en el estado Portuguesa se
encontraba la mayor produccion de esta especia; al menos 30 hectareas sembradas,
con un rendimiento entre 12.000 y 15.000 kg/ha, inclusive uno de los mayores

productores afirma que logré alcanzar un rendimiento superior a 20.000 kg/ha.

Taxonomia

De acuerdo con la base de datos Tropicos.org (2024), la circuma se clasifica de

la siguiente manera:

Reino: Plantae
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: MagnoliidaeNovéak ex Takht.
Superorden: LilianaeTakht.
Orden: ZingiberalesGriseb.
Familia: ZingiberaceaeMartinov
Género: Curcuma L.

Especie: Curcuma longa L.

Botanica del cultivo

La curcuma es una especie herbacea, rizomatosa, que puede alcanzar la altura
de un metro (Ishuiza, 2011). En la planta hay 6rganos subterraneos constituidos por
raices y rizomas. Algunos autores, como Juanazo (2020), consideran las plantas de

carcuma como acaules y establecen que no tienen tallo, cuando en realidad el tallo no


https://www.tropicos.org/name/100352386
https://www.tropicos.org/name/43000104
https://www.tropicos.org/name/42000366
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es visible porque es subterrdneo y modificado de donde nacen directamente las hojas

al exterior.

El rizoma es un tallo que se desarrolla bajo tierra, normalmente en sentido
horizontal. Presentan varias yemas que pueden ser seccionadas para la reproduccion
(Ishuiza, 2011). Los rizomas estan cubiertos por hojas escamosas Yy por raices
adventicias cilindricas, son alargados, carnosos, con muchas ramificaciones
horizontales, con formaciones palmeadas que contienen a los denominados “dedos” o
rizomas individuales. En la parte inferior se halla el sistema radicular adventicio,
encargado de la funcion nutritiva de la planta. A veces, las raices laterales se separan

de la principal y se convierten en plantas independientes (Salazar y Flores, 2015).

Diaz y Avila, citados por Espinosa (2020), detallan que los rizomas se agrupan
en dedos en forma de galeria bajo tierra, alcanzando dimensiones de 8 a 10 cm de
largo y con un ancho entre 5 a 10 cm; su rizoma principal o rizoma madre es de
forma aovada, carnoso, piriforme de donde se desprenden los rizomas secundarios
con menor tamafio y forma cilindrica alargada, con apariencia arrugada y en el
interior de la corteza se logra ver anillos de color naranja intenso, siendo ricos en
aceites esenciales, acidos organicos, un principio amargo, pigmentos, resinas y

almidones.

Las hojas son descritas por Sopher, citado por Ledn (1987), de color verde claro,
grandes y suaves, con la base ancha y envolvente. La ldmina eliptica mide de 20 a 90
cm de largo y de 5 a 12 cm de ancho; como es caracteristico de la familia, tiene un
nervio central del que parten oblicuamente los nervios laterales. El tallo floral mide
de 5 a 20 cm de largo y estd en gran parte cubierto por hojas, y por entre los peciolos
aparece la inflorescencia, cuya parte mas visible son las bracteas grandes y verdosas
gue salen de la base de las flores y miden hasta 5 cm de largo. Con frecuencia estas

bracteas adquieren un tinte rojizo. No se le conocen frutos (Ocampo y Valverde
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2000). Las flores pueden tener distintos colores segun las variedades, amarillento,
purpurino, entre otros, y se disponen en espigas cilindricas, concavas, por lo general

de color verde y de cuyas axilas nacen las flores (Ishuiza, 2011).

Cultivares de cUrcuma

Aguirre (1986) describio cuatro cultivares de C. longa, segun su origen

geografico, hoy dia reconocidas como cultivares.

o Cultivar ‘Madras’: rizomas alargados, en forma de "dedos enteros" que estan
pulidos y tienen color amarillo-naranja. Su contenido de curcumina varia de 3,0
a 3,5 %. Es la variedad mas apreciada en el mercado internacional. Se produce
en la India.

o Cultivar ‘Allepey’: rizomas alargados en forma de "dedos enteros sin pulir", de
color marrén-rojizo. Su contenido de curcumina varia de 5,0 a 6,5 %.

o Cultivar ‘Haiti’: rizomas de color marrén-rojizo a café oscuro. Contiene de 5,8
a6,0% de curcumina.

o Cultivar ‘Peri’: sus caracteristicas son diferentes a las presentes en los
cultivares ‘Madras’ y ‘Allepey’, especialmente las referidas a su color marron-

rojizo, que han dado lugar a su poca aceptacién en el mercado europeo.

Ademaés de los cultivares arriba mencionados, Center e. Learning KAU, citado
en PROCOMER (2020), el cual es el ente promotor del comercio exterior en Costa
Rica, indican que, unicamente en la India existe una gran cantidad de cultivares de
carcuma, los cuales tienen caracteristicas diferentes. Por ejemplo, el ciclo de cultivo
de los diferentes cultivares puede variar de 188 a 285 dias y la concentracion de
curcumina y de la oleorresina también varia. Los cultivares con las mayores
concentraciones de curcumina (> 9%) son ‘Roma’ y ‘Suroma’ con 9,3%, mientras

que los cultivares con mayor concentracion de oleorresinas son la ‘Sudarsana’,
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‘IISRPrabha’, ‘1ISR Prathibha’, ‘1ISR Alleppey Supreme’, con 15%, 15%, 16,2% vy
16% respectivamente.

Requerimientos edafoclimaticos

Este cultivo no tiene una gran exigencia con respecto a temperatura. La
carcuma requiere temperaturas entre 20°C a 30°C. Montafio y Montes (2004) reportan
que la temperatura Optima es entre 24°C y 28°C. No se recomienda sembrar en zonas
con temperaturas inferiores a 18°C debido al lento crecimiento de la planta y a la poca
formacion del rizoma. Altitudes por encima de 1500 metros afectan su desarrollo.

En cuanto a la precipitacion, este cultivo requiere entre 1500 a 2000 mm por
ciclo. Lo importante en cuanto a esta variable climética es su distribucion durante el
ciclo de cultivo. De acuerdo con lo reportado por Soto et al. (2004), la planta
probablemente requiere una mayor cantidad de precipitacion durante los primeros
120 dias después de la siembra para sostener su crecimiento vegetativo vy
posteriormente ésta deberia disminuir para el engrosamiento del rizoma y la
acumulacion de curcumina. Por lo que, problemas hidricos durante el crecimiento

producen rizomas pequefos.

Los suelos 6ptimos para la produccion de este cultivo son los de textura franca,
profundos y bien drenados, que permitan un adecuado desarrollo de los rizomas y con
altos contenido de materia organica. Suelos arcillosos o0 arenosos no son muy
recomendados para este cultivo, ya que afecta el crecimiento de los rizomas. La
carcuma requiere de suelos con una profundidad efectiva superior a los 50 cm,
sueltos para su adecuado crecimiento, fértiles y a la vez con un buen drenaje natural.
Ademas, los suelos deben estar libres de piedras, raices de arboles o cualquier otro
obstaculo que pueda afectar el crecimiento de los rizomas. Los suelos para la

produccion eficiente de la circuma deberian tener una topografia plana o ligeramente
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inclinados, que permitan el uso intensivo de maquinaria agricola y riego. ElI pH
Optimo oscila entre 5 y 6 (Montafio y Montes 2004; Saiz de Cos, 2014).

Propagacion

Ocampo y Valverde (2000) sefialan que la curcuma se multiplica
vegetativamente por medio de los rizomas. Cualquiera sea el peso de éstos, deberan
tener dos yemas capaces de producir brotes viables; por esta razon se seleccionan
rizomas grandes, bien desarrollados y libres de enfermedades. Existe una relacion
directa entre la germinacién y el tamafio del rizoma; esto se debe a que mientras
mayor sea el tamafio del rizoma, habra mayor cantidad de puntos de desarrollo de
meristemos. Se recomienda utilizar 1700 kg de semilla por hectarea y tomar en

cuenta que cuanto mas grande sea la semilla, mayor seré el rendimiento.

En la literatura se registran diferentes distancias y densidades de siembra para el
establecimiento del cultivo de C. longa, Montafio y Montes (2004) recomiendan
distancias de siembra de 0,5 metros en surco y 0,3 metros entre planta, obteniendo
una densidad por hectarea de 66.667 plantas. Soto et al. (2004) reportan sistemas de
siembra con distancias entre plantas de 0,3 metros y 0,7 metros entre surcos logrando

obtener una densidad por hectarea de 47.619 plantas.

Ciclo fenoldgico

Soto et al. (2004) afirman que en el ciclo fenoldgico de la clircuma se

distinguen las siguientes etapas.

o Brotacion: luego de la siembra en campo, empiezan a aparecer los primeros

brotes alrededor de las primeras cuatro semanas.
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o Desarrollo vegetativo: esta representada por la formacion de los dedos e
incremento de crecimiento de brotes (hasta tres tallos por planta); esta fase se
da durante los primeros cuatro meses de la siembra.

o Floracion: el tiempo de floracion de la planta se estima en unos 150 dias, en
donde la planta desacelera su crecimiento de follaje y se incrementa el tamafio
de los rizomas, acumulando gran cantidad de curcumina.

o Maduracién y cosecha: se tiene como aviso que la Circuma esta lista para su
cosecha cuando sus hojas se han tornado a un color amarillo intenso, en un

tiempo aproximado de seis a siete meses después de realizada la siembra.

Cultivo de tejidos

El cultivo de tejidos, como técnica, consiste esencialmente en aislar una porcién
de la planta (explante) y proporcionarle artificialmente las condiciones fisicas y
quimicas apropiadas para que las células expresen su potencial intrinseco o inducido.
Es necesario, ademas, adoptar procedimientos de asepsia para mantener los cultivos
libres de contaminacion microbiana (Roca y Mroginski, 1991). Las células vegetales
son biosintéticamente totipotenciales, lo que significa que cada célula en cultivo
retiene la informacion genética completa, por lo tanto, es capaz de producir todo el

rango de compuestos quimicos producidos por la planta madre (Morales et al., 2016).

La micropropagacion es una técnica que ha mostrado importantes ventajas en
comparacion con los métodos convencionales de propagacion en algunas especies
(Roca et al., citados por Dubos, 2006), estas se pueden resumir como un incremento
acelerado del numero de plantas derivadas por genotipo, reduccion del tiempo de
multiplicacion, posibilidad de multiplicar grandes cantidades de plantas en una
superficie reducida, a bajos costos y en tiempos econémicamente rentables, mayor

control sobre la sanidad del material que se propaga, facilidad para transportar el
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material in vitro de un pais a otro con menos restricciones aduaneras y la posibilidad

de multiplicar rapidamente una variedad de la cual sélo existan pocos individuos.

Las técnicas de cultivos asépticos han contribuido no solo a un mejor
entendimiento de los eventos de la diferenciacion celular, sino a un aprovechamiento
més eficiente de las plantas. En este ultimo aspecto, vale la pena mencionar los
siguientes usos de las técnicas de cultivo in vitro: mejoramiento genético, obtencion
de plantas libres de virus y otros patdgenos, conservacién de germoplasma y

micropropagacion (Villalobos y Thorpe, 1991).

Una comparacion realizada por Castillo (2004) entre las caracteristicas de una
planta en condiciones de laboratorio (in vitro), respecto a una planta en condiciones
naturales (in vivo). Las plantas sometidas a condiciones in vitro, no realizan
fotosintesis, su crecimiento se da bajo condiciones controladas y de asepsia, los
estomas no son funcionales, no presentan pelos radiculares, ni cera en la cuticula;
mientras que, aquellas bajo condiciones naturales (in vivo), si realizan fotosintesis, su
crecimiento se da en ambientes no controlados, con exposicién a patdgenos y
gérmenes presentes en el ambiente, humedad relativa variable, sus estomas son

funcionales, tienen presencia de pelos radiculares y presentan cera en la cuticula.

Krikorian (1991) menciona varias vias generales para realizar la multiplicacion
clonal; entre ellas: la multiplicacion de brotes de yemas terminales, axilares o
laterales. El punto de inicio en este caso puede estar en los meristemas, las puntas de
los brotes, las yemas, los nudos o los brotes de las yemas en raices; la organogénesis
directa, en este caso la formacion del brote adventicio o de la raiz ocurre en el
explante de un drgano, o en alguna parte escindida de la planta; la organogénesis
indirecta, la formacion del brote adventicio o de la raiz ocurre en este caso en el callo,
es obvio que el callo se deriva inicialmente de un 6rgano, tejido u otra parte escindida

de la planta; la embriogénesis somatica, los embriones pueden formarse directamente
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en el explante primario, o indirectamente de las células cultivadas en suspension o en
un medio semisolido; los 6rganos de perennidad, formados en cultivos asépticos; el

microinjerto y el cultivo de embriones y esporas.

Cisne (1988) define las diferentes etapas en el proceso de propagacion in vitro y
las clasifica en grupos o estados. Desde la seleccion de la planta donadora del

explante hasta la transferencia de la planta a las condiciones naturales ambientales:

o Seleccion y preparacion de la planta madre: éstas deben ser plantas sanas y
libres de virus. Es importante aplicar tratamiento preventivo a la planta para
disminuir los niveles de contaminacién, dado que la contaminacion del
propagulo por microrganismos patogénicos y no patogénicos es uno de los
factores mas criticos en el cultivo de tejidos.

o Establecimiento del cultivo aséptico: es el paso inicial para el proceso de la
micropropagacion, en el cual el explante se inocula en un medio nutritivo
adecuado, previa desinfeccion en las soluciones desinfectantes que hoy en dia
son utilizadas. EI medio nutritivo inicial se caracteriza por poseer todos los
macro micro elementos, vitaminas, carbohidratos, mas la adicion de
reguladores de crecimiento que son agregados para estimular el crecimiento y
desarrollo del explante.

o Propagacién de propagulos deseables: el objetivo es inducir la proliferacion
de 6rganos y estructuras que sean capaces de dar origen a plantas enteras.
Conforme el procedimiento in vitro que se esté desarrollando, se puede dar
origen a la formacién de yemas axilares o adventicias, formacion de embriones
o la formacién de 6rganos propagativos (cormos, bulbos, entre otros). En este
se elabora un medio nutritivo nuevo, al cual se transfieren los 6rganos o plantas
obtenidas en el estado anterior.

o Preparacion para el crecimiento en el medio ambiente: las yemas o plantas

extraidas en el estado anterior son muy pequefias, por lo general, no son
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capaces de sobrevivir por si solas en el suelo o composta. Este paso es realizado
para que la planta pueda fotosintetizar y sobrevivir sin la suplementacion de
carbohidratos artificiales. Por otra parte, aunque algunas plantas son capaces de
generar raices adventicias durante esta etapa, existen otras que necesitan de un
tratamiento especial para la formacion de raices, como el caso de aquellas que
requieren una elongacién en su tallo y la posterior transferencia a un medio
nutritivo nuevo en el que se estimulara el enraizamiento. Para reducir los costos
de la micropropagacion, algunos laboratorios comerciales trasladan las plantas
de las condiciones in vitro a las condiciones de invernaderos y bajo estas
condiciones inducen la formacion de raices.

o Establecimiento definitivo en el campo: esta etapa se refiere al traslado de las
plantas en condiciones in vitro a las condiciones ambientales naturales. Si no es
realizado con cuidado al transferir las plantas a las condiciones externas, puede
ocasionar pérdidas considerables de las plantas. Hay dos razones principales
por las cuales debe existir este proceso; las yemas desarrolladas in vitro deben
ser expuestas a condiciones de alta humedad relativa y baja intensidad
luminica, esto se debe a que las plantas in vitro pierden rapidamente agua al ser
expuestas a condiciones naturales por presentar una membrana epicuticular
menos desarrollada en comparacion a las plantas que han crecido en

condiciones de vivero o invernadero.

Composicion de los medios de cultivo

Las plantas in vitro son suplidas con carbohidratos y mantenidas bajo luz, en
estas condiciones son incapaces de autoalimentarse a traves de la actividad
fotosintetica. Para crecer, las células requieren una variedad de nutrimentos organicos
e inorganicos; estos requerimientos se demuestran facilmente en drganos y tejidos
extirpados de plantas superiores e inferiores. Los nutrimentos organicos, al igual que

los inorganicos, se requieren en dos niveles: uno macro y otro micro; existe ademas



20

una cantidad de sustancias orgénicas adicionales que se requieren en cantidades

minimas y que son muy activas en el crecimiento (Krikorian, 1991).

Los medios de cultivo vegetales contienen todos los nutrientes requeridos para
el crecimiento normal y el desarrollo de las plantas. Estos estan compuestos
principalmente de macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, otros compuestos
organicos, reguladores del crecimiento, fuente de carbono y algunos agentes
solidificantes, en el caso de los medios de cultivo sélidos. EI medio MS es el medio
mas extensamente usado para la propagacion vegetativa in vitro de muchas especies
de plantas, mientras que el medio B5es empleado para el crecimiento de células
desdiferenciadas de plantas (callo), por lo que se utiliza en los cultivos de suspensién

celular y la produccion de protoplastos (Morales et al., 2016).

Segin Mufioz (2012), los medios de cultivo para células vegetales estan
compuestos por: agua destilada, que representa el 95% del medio nutriente, una
fuente de carbono la cual generalmente se usa sacarosa. La fuente de carbono se
necesita porque los explantes no son completamente autétrofos y no pueden cubrir
sus necesidades con la fotosintesis que pueden realizar in vitro. Lleva ademas
sustancias inorganicas, los elementos mayores o macroelementos (N, P, K, Ca, Mg,
S) y microelementos (Fe, Co, Zn, Ni, B, Al, Mn, Mo, Cu, 1), en una proporcion
adecuada segun la planta requerida. Ademas, contiene vitaminas Bl, B2, B6,
vitamina H, vitamina E, &cido folico, &cido nicotinico, entre otros. Pueden emplearse
hormonas y reguladores del crecimiento las cuales son las encargadas de promover la
elongacion celular, la formacion de callos y raices adventicias, inhibir la formacion
de brotes axilares adventicios y, a veces, inhiben la embriogénesis, promueven la

division celular, regulan el crecimiento y el desarrollo de los tejidos vegetales.
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Propagacion in vitro en carcuma

Los estudios en el area de cultivo de tejidos en C longa. han sido escasos y con
pocos resultados viables. Espinosa (2009), menciona algunos investigadores que
realizaron protocolos de micropropagacion en circuma, sin embargo, el indice de
establecimiento y multiplicacion fueron bajos. Entre ellos mencionan a los
investigadores Nadgauda, Mascarenhas, Hendre y Jagannathan (1978), quienes
fueron los primeros en publicar un trabajo de investigacién in vitro en cdrcuma. En
otros estudios, Balachandran et al. (1999), informaron resultados en la propagacion y
conservacion in vitro por crecimiento minimo de tres especies de curcuma (Curcuma
aeruginosa, Curcuma caesia y Curcuma longa). Posteriormente, Salvi et al. (2002)
emplearon un medio de cultivo con 6-bencilaminopurina (6-BAP) y é&cido
nalftalenacéetico (ANA) para la multiplicacion in vitro, logrando elevar el nimero de
brotes por explante y con ello el indice de multiplicacion. Sin embargo, los indices de

establecimiento y multiplicacion in vitro en este cultivo aun son bajos.

Hidroponia

Hidroponia es una técnica de produccion o cultivo sin suelo, en la cual se
abastece de agua y nutrientes a través de una solucion nutritiva completa, aportando

asi condiciones necesarias para un mejor crecimiento y desarrollo de la planta.

Solucién nutritiva

Una solucion nutritiva (SN) consta de agua con oxigeno y de todos los
nutrimentos esenciales en forma ionica y, eventualmente, de algunos compuestos
organicos tales como los quelatos de hierro y de algin otro micronutriente que puede
estar presente (Steiner, citado por Favela et al., 2006). La seleccion de elementos

nutritivos de una SN universal al momento de la absorcién por la planta se puede
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explicar desde un punto de vista fisioldgico, al no variar el equilibrio i6nico de la
solucién nutritiva durante el ciclo de cultivo; sin embargo, en una produccion
comercial, la nutricion de los cultivos debe tomar en cuenta aspectos técnicos y
econdémicos. Desde un punto de vista técnico, para que las plantas puedan obtener los
maximos rendimientos, la solucién nutritiva debe cubrir sus requerimientos

nutrimentales, de tal manera que se eviten deficiencias o el consumo en exceso.

Lara (1999) indica que los aspectos de la SN que en mayor medida influyen en
la produccion son: la relacion mutua entre los cationes, la relacion mutua entre los
aniones, la concentracion de los nutrimentos, debido a que éstos se encuentran en
forma ionica, la concentracion se expresa mediante la conductividad eléctrica (CE), el

pH, y la temperatura.

Relacién de aniones y cationes

Segun Juarez et al. (2006), la regulacion nutritiva consiste no solo en la
cantidad absoluta de cada elemento aportado sino, ademas, en la relacion cuantitativa
que se establece entre los aniones por una parte y los cationes por la otra.

Unificando estos dos criterios, Steiner citado por Santos y Rios (2016) definid
unas zonas de concentraciones relativas o relaciones entre iones, donde las plantas
eran capaces de tomar los nutrientes sin problemas. Para ello, trabajé con los
porcentajes de la concentracion de cada catidn o anion (meg/L) con respecto a la total
de cationes o aniones, respectivamente, proponiendo los rangos ‘“universales”

expresados en el cuadro 1.
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Cuadro 1. Rangos aceptables en las relaciones entre iones en soluciones nutritiva
Steiner, citado por Santos y Rios (2016).

Aniones y cationes

K* Ca? Mg?* |Na* |[NO3~ |H,POs~ |SOs* |CI

Rango L -
% sobre total cationes % sobre total aniones

aceptable
25-45 |35-55 |17-23 |0-15 |35-65 |3-12 25-45 |0-20

Potencial de Hidrégeno (pH) en la solucion nutritiva

El pH de la solucién nutritiva se controla con el fin de neutralizar la presencia
de los bicarbonatos en el agua de riego, ya que estos iones producen un elevado pH y
un alto contenido de ellos en la zona radical provoca la inmovilizacion del P, Mn y Fe
(Rincon, citado por Favela et al. 2006).

Sistemas de cultivo hidropdnico

Segln Bezerra y Paes (2012), los sistemas hidropénicos son clasificados en
abiertos y cerrados. En el primer caso, la solucién nutritiva es aplicada una Unica vez
a las plantas y posteriormente descartada, asemejando a la fertiirrigacion. En el
sistema cerrado, la solucion nutritiva aplicada es recuperada y reutilizada, siendo
periddicamente corregida la composicién de la solucién nutritiva, ya sea a través de

adicion de agua o nutrientes minerales.

o Hidroponia de aeracion estatica (flotante): en este sistema las plantas son
mantenidas en recipientes sin sustrato, con las raices completamente
sumergidas en la solucion nutritiva y un sistema de bombeo de aire para
proporcionar la respiracion de las raices. Como no se usa sustrato, es necesario
adaptar un sistema de sustentacion para mantener las plantas en posicion

vertical. Usualmente se emplean placas de polietileno con agujeros. Este
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método exige un volumen alto de solucién nutritiva o ajustes frecuentes de la
misma para impedir que la absorcion de nutrientes por las raices produzca
cambios radicales en las concentraciones de los nutrientes y en el pH del medio.
Técnica de flujo laminar: en este sistema las plantas son cultivadas en canales
de cultivo por donde la solucion nutritiva circula intermitentemente en
intervalos definidos y controlados por un temporizador. Las raices de las
plantas quedan parcialmente sumergidas en la lamina de solucién nutritiva que
circula de forma que permite la respiracion normal de las raices.

Aeroponia: las raices quedan suspendidas en el aire por el caule en un soporte
y reciben nebulizaciones intermitentes de solucion nutritiva. Las raices son
mantenidas dentro de camaras oscuras protegidas de la luz para evitar el
crecimiento o formacion de algas.

Cultivo con sustrato: en este sistema, las plantas son cultivadas en recipientes
y se utiliza un sustrato inerte 0 poco activo quimicamente como arena lavada,
cascara y arcilla expandida para dar sustentacion a las plantas. EI suministro de
la solucion nutritiva puede ser dado de diversas formas como capilaridad,

goteamiento, inundacion y circulacion.



MARCO METODOLOGICO

UBICACION DEL EXPERIMENTO

La investigacion se ejecutd entre los meses de junio y diciembre del afio 2021
en el Laboratorio de Biotecnologia y en la Microestacion del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias IIAPUDO, ubicados en el Centro de Investigacion y
Postgrado del Nucleo Monagas de la Universidad de Oriente, Urb. Juanico, en la

ciudad de Maturin, estado Monagas, Venezuela (Figura 1).
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Figura 1. Ubicacion en mapa del Centro de Investigacion y Postgrado del Nucleo
Monagas de la Universidad de Oriente, Urb. Juanico, en la ciudad de Maturin,
estado Monagas, Venezuela
Fuente: GoogleMap (2024).

MATERIAL VEGETAL

El material genético que se utiliz6 fueron rizomas de circuma (Curcuma longa

L.) provenientes de una plantacion semicomercial ubicada en el sector La Pica,

25
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parroquia La Pica, municipio Maturin, estado Monagas. Los rizomas seleccionados
presentaban caracteristicas de firmeza, color naranja intenso, con un peso entre 150 y
260 g por rizoma completo, siendo éstos los mejores dispuestos por el productor para
su comercializacion. Se utilizaron aproximadamente 5 kg de material vegetal, el cual
fue llevado al laboratorio, lavado con agua de chorro para eliminar restos de material

vegetal no deseado y se realizd su posterior desinfeccion (Figura 2).

Figura 2. Rizomas de circuma (Curcuma longa L.) utilizados en el experimento
para comparar diferentes estrategias para la produccion de plantas.

DESINFECCION DE LOS RIZOMAS

Se utilizaron dos métodos de desinfeccién. EI primer método se prepar6 una
solucién con cloro comercial a una concentracion de 3,75% de hipoclorito de sodio
mas agua destilada estéril (ADE) en relacion 1:3. Los rizomas permanecieron dentro
de esta solucién durante 20 minutos en agitacion constante. En el segundo método se
uso cloro comercial m&s ADE en relacion 1:3 y se adiciond el fungicida Benomil
(Benlate®) a razén de 1g/L del producto comercial; los rizomas permanecieron

sumergidos en la solucién durante 25 minutos (Figura 3).
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Figura 3. Desinfeccion de los rizomas (A) y de los minirizomas (B) de circuma
(Curcuma longa L.) previo a la siembra en cAmara humeda.

ESTABLECIMIENTO DE MINIRIZOMAS EN CAMARA HUMEDA (CH)

Para la grelacion en camara humeda se utilizd cépsulas de Petri y papel
absorbente esterilizados en el autoclave a una temperatura de 121 °C y 1 atm de

presion durante 20 minutos.

Se trabajé dentro de la camara de flujo laminar a fin de evitar posible
contaminacion por microorganismos. Se enjuagaron los rizomas con agua destilada
estéril, posteriormente fueron seccionados transversalmente en segmentos de 1 cm
aproximadamente, con dos yemas visibles. Los segmentos de rizomas fueron
colocados en las capsulas de Petri con el papel absorbente estériles, dispuestos con
una de las caras cortadas hacia el papel absorbente y en un nimero de diez segmentos
por capsula (Figura 4A). Posterior a la siembra se agregdé ADE (2 ml/cépsula
aproximadamente).
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Las cépsulas de Petri se colocaron en la cdmara de crecimiento, a una
temperatura promedio de 25°C +/-; un fotoperiodo de 15 horas de luz y 9 horas de
oscuridad. En total se sembraron 15 capsulas de Petri los cuales permanecieron en la
camara de crecimiento hasta que comenzaron a observarse los brotes y tuviesen una

altura aproximada de dos cm de alto. Este periodo fue entre 21 y 30 dias (Figura 4B).

Figura 4. Colocacion de los mini rizomas de curcuma (Curcuma longa L.) en las
capsulas de Petri (A) y estado de los brotes antes de sembrar en hidroponia,
sustrato e in vitro(B).

ESTABLECIMIENTO EN SISTEMA HIDROPONICO DE LOS SEGMENTOS
DE RIZOMAS GRELADOS

Luego de obtener brotes de los segmentos de rizomas en camara humeda se
procedié a establecer los mismos bajo un sistema hidropénico. Para ello se utilizaron
envases Phytatray Marca Sigma P1552, los cuales tienen una dimension de 11,4 * 8,6
* 6,4 cm (Figura 5); los mismos se esterilizaron en una solucion de cloro comercial
(hipoclorito de sodio al 3,5%) y agua destilada en una relacion 1:2. El sustrato
utilizado fue cascara de arroz previamente esterilizada humedeciéndola con una
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solucion de Benomil a razon de 1g/L del producto comercial y luego fue llevada a la
autoclave por dos oportunidades de 25 minutos cada una. Esto se realizé un dia antes
de la siembra. Se sembraron cinco segmentos de rizoma por cada envase, fueron 20

envases usados para este tratamiento para un total de 100brotes.

Figura 5. Envases Phytatray Sigma producto P1552, utilizados para la siembra
en sistema hidropoénico de los segmentos de rizomas de curcuma
(Curcuma longa L.).

La solucidon nutritiva utilizada para aplicar a los segmentos de rizoma se
prepard utilizando las soluciones stock del medio de cultivo MS, utilizando 100 ml de
la solucion de macroelementos, 10 ml de la solucién de microelementos, 10 ml de la
solucidn de hierro y se complet6 con agua destilada estéril hasta un litro de solucion,
luego fue llevada al agitador y se le ajusté el pH a 5,8. Es importante mencionar que
esta misma solucion fue agregada al tratamiento cada 2 dias aproximadamente segun

su requerimiento.

La siembra se realiz6 dentro de la cdmara de flujo laminar. Se seleccionaron los
segmentos de los rizomas ya grelados con brotes de aproximadamente 2 cm de altura

y se sembraron dentro de los envases de Phytatray con cascara de arroz (Figura 6); se
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le adiciond 20 ml de la solucion nutritiva con macro y micronutrientes del medio MS
basico y finalmente fueron llevados a la camara de crecimiento bajo condiciones
controladas a una temperatura de 25°C, fotoperiodo de 15 horas de luz y 9 horas de

oscuridad.

Figura 6. Estado de los brotes de Clrcuma (Curcuma longa L.) antes de la
siembra en sistema hidropdnico

ESTABLECIMIENTO DE LOS SEGMENTOS DE RIZOMAS GRELADOS
EN SUSTRATO MIXTO

Este objetivo se cumplié al sembrar los minirizomas obtenidos en céamara
himeda en sustrato compuesto por una mezcla fisica de tierra negra, cascara de arroz
y humus solido de lombriz roja californiana (Eisenia foetida) en relacion 1:1:1 en
base a volumen. Se utilizaron tubetes plasticos con las siguientes dimensiones: largo
152 mm, didametro superior 43 mm, didmetro inferior 31 mm, capacidad 142 cm?,
peso 21 g. Los mismos fueron colocados en una bandeja portatubetes con capacidad

para 80 tubetes (Figura 7).
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Se colocd un segmento de rizoma con brotes de aproximadamente dos cm de
alto a una profundidad de un centimetro; fueron colocados a temperatura ambiente

dentro del Laboratorio de Biotecnologia, aplicando riego interdiario.

Figura 7. Siembra de los brotes de Clrcuma (Curcuma longa L.) en tubetes con
sustrato compuesto por mezcla de tierra negra, cascara de arroz y humus solido
de lombriz.

ESTABLECIMIENTO IN VITRO DE LOS SEGMENTOS DE RIZOMAS
GRELADOS

El altimo tratamiento realizado fue el establecimiento de brotes de rizomas en
medio de cultivo basico MS (Figura 8). Se preparé el medio MS con 100 ml de
macronutrientes, 10 ml de micronutrientes, 10 ml de vitaminas, 10 ml de hierro ml y
se complementd con agua destilada estéril hasta llevar a 1 litro de soluciéon, fue
llevada a plancha agitadora, se le adicion6 0,1 g de mioinositol, 0,5 g de carb6n
activado, 30 g de azUcar, se ajustd el pH a 5,8 y finalmente se adiciond 3 g de Gelrite.
Esta solucion se dejo en el agitador durante 30 minutos aproximadamente. Luego de
transcurrido el tiempo se verti610 ml de la solucion a cada tubo de ensayo y fue
llevado a la autoclave a una temperatura de 121 °C y 1 atm de presion durante 25

minutos.
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Figura 8. Establecimiento de brotes de circuma (Curcuma longa L.) en
condiciones in vitro.

La primera experiencia se realizé utilizando los brotes de una altura de 2 cm
aproximadamente obtenidos en la siembra de cAmara humeda. Dentro de la cdmara de
flujo laminar se realizd el proceso de corte y limpieza de los brotes, luego se
colocaron en una solucion alcohol al 70% durante un minuto, seguido a este proceso
se colocO en agua oxigenada por tres minutos, posteriormente se hizo un enjuague
con agua destilada estéril por un minuto, rapidamente fueron llevados a una solucion
de cloro comercial(hipoclorito de sodio a concentracion 3,75%) con agua destilada
estéril en relacion 1:2, mas dos gotas de Tween 80, por espacio de 20 minutos,
inmediatamente se realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril por espacio de
un minuto por enjuague, se colocaron los brotes sobre papel absorbente esterilizado
para realizar un ultimo corte y limpieza, finalmente fueron colocados en cisteina a
razén de 10 g/L por cinco minutos . Inmediatamente se procedié a introducirlos de
forma vertical en los tubos de ensayo con medio de cultivo previamente preparado.
Se sembrd un explante por cada tubo de ensayo y fueron colocados en completa
oscuridad por un tiempo de 5 dias. Posteriormente se llevaron a la luz en fotoperiodo
9 horas de oscuridad y 15 horas de luz, de aproximadamente 1000 Lumens y una
temperatura promedio de 23°C.
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En vista que se presentd contaminacion total de los explantes por hongos y/o
bacterias, ademés de un oscurecimiento de todos los brotes por un proceso de
oxidacion, se decidié realizar una segunda experiencia utilizando brotes de una altura
de dos cm aproximadamente obtenidos en la siembra de cAmara hiumeda. Dentro de la
camara de flujo laminar, se realiz6 el proceso de limpieza de los brotes, colocandolos
en una solucion alcohol al 70% por un minuto, luego en agua oxigenada por cinco
minutos, a continuacion fueron llevados a una solucion de cloro comercial con agua
destilada estéril en relacion 1:2, con dos gotas de Tween 80, bactericida (amoxicilina)
de 500 mg y fungicida (Benomil) por espacio de 20 minutos, inmediatamente se
realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril por espacio de dos minutos por
enjuague; fueron llevados nuevamente a una solucion de cloro comercial con agua
destilada esteéril en relacion 1:3, dos gotas de Tween 80 y bactericida (amoxicilina) de
500 mg, en este caso permanecieron por espacio de 10 minutos; se realizaron tres
enjuagues con agua destilada estéril durante dos minutos por enjuague, finalmente se
realizd un ultimo corte y limpieza de los brotes sobre papel absorbente esterilizado y
fueron colocados en cisteina a razon de 10 g/L por cinco minutos e inmediatamente
se procedio a introducirlos de forma vertical en los tubos de ensayo con el medio de
cultivo previamente preparado. Se sembrd un explante por cada tubo y fueron
Ilevados a completa oscuridad por un periodo de 5 dias. Posteriormente se llevaron a
la luz en fotoperiodo 9 horas de oscuridad y 15 horas de luz, de aproximadamente
1000 Lumens y una temperatura promedio de 23°C. En este método se evaluaron 100
brotes a los cuales se hicieron dos evaluaciones (8 dds y 15 dds).

Se realiz6 un tercer método de desinfeccion debido a que los dos anteriores no
arrojaban resultados positivos. Este se realizd, dentro de la camara de flujo laminar,
primero se hizo el proceso de corte y limpieza de los brotes obtenidos en la siembra
de camara himeda, colocando los mismos en una solucién alcohol al 70% por un
minuto, luego en agua oxigenada por cinco minutos, rapidamente fueron llevados a

una solucion de cloro comercial con agua destilada estéril en relacion 1:1 mas cinco
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gotas de Tween 20 por 20 minutos, inmediatamente se realizaron tres enjuagues con
agua destilada estéril por espacio de dos minutos por enjuague, se colocaron los
brotes sobre papel absorbente esterilizado para realizar corte y limpieza de los
mismos, nuevamente fueron llevados a una solucién de cloro comercial con agua
destilada estéril en relacion 1:2 y cinco gotas de Tween 20 en este caso
permanecieron por espacio de 10 minutos; se realizaron tres enjuagues con agua
destilada estéril durante dos minutos por enjuague, se realizd un Gltimo proceso de
corte y limpieza de los brotes sobre papel absorbente esterilizado, finalmente fueron
colocados en cisteina a razén de 10 g/L por cinco minutos e inmediatamente se
procedio6 a introducirlos de forma vertical en los tubos de ensayo con el medio de
cultivo previamente preparado. Se sembré un explante por cada tubo y fueron
Ilevados a completa oscuridad por un tiempo de 5 dias. Posteriormente se llevaron a
la luz en fotoperiodo 9 horas de oscuridad y 15 horas de luz, de aproximadamente
1000 Lumens y una temperatura promedio de 23°C. El medio de cultivo en este caso
fue modificado al agregar una capsula de amoxicilina (500 mg /L) y Benomil (1 g/L).
En este método se evaluaron 70 brotes del cual se pudo realizar la evaluacién

unicamente ocho dias después de la siembra.

Se realiz6 un ultimo intento para obtener explantes, para ello se utilizaron
minirizomas que fueron sembrados en canteros en la Microestacion del IAPUDO.
Cuando los brotes alcanzaron los dos cm de altura, un dia antes de la siembra in vitro,
se llevaron al laboratorio donde se lavaron con agua méas jabén comudn y luego
introducidos en una solucion de Cobrethane® a razon de 4g/L, Bitter® a razén de 5
ml/L y 20 gotas de Tween 80. Los brotes se mantuvieron en esta solucion hasta el dia
siguiente cuando se realizo la desinfeccion en la cadmara de flujo laminar para su

posterior siembra en tubos de ensayo.

El dia de la siembra los brotes fueron lavados con jabén yodado por 20

minutos, luego se realizd6 dos enjuagues con agua destilada estéril durante dos
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minutos por enjuague, inmediatamente se coloco en una solucion de Benomil a razén
de 4g/L y 30 gotas de Tween 80 por 10 minutos, se realizaron dos enjuagues con
agua destilada estéril por espacio de dos minutos por enjuague, luego fueron llevados
a una solucion con Cobrethane® a razén de 40 g/L, 250 mg de Cefalexina y 500 mg
de Metronidazol, los brotes se dejaron en esta solucién durante 15 minutos.
Posteriormente dentro de la camara de flujo laminar se realizaron dos enjuagues con
agua destilada estéril por dos minutos por enjuague, luego se colocaron en cloro
comercial (concentracién de 3,75% de hipoclorito de sodio) con agua destilada estéril
en relacion 1:3y tres gotas de Tween 80 durante 20 minutos, posterior a este proceso
se realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril durante 2 minutos por cada
enjuague, se colocaron los brotes sobre papel absorbente esterilizado para realizar un
ultimo corte y limpieza de los mismos e inmediatamente fueron colocados en cisteina
a razén de 10 g/L por cinco minutos, finalmente se procedio6 a introducirlos de forma
vertical en los tubos de ensayo contentivos del medio de cultivo previamente
preparado. Se sembrd un explante por cada tubo y fueron llevados a completa
oscuridad por un tiempo de 5 dias. Posteriormente se llevaron a la luz en fotoperiodo
9 horas de oscuridad y 15 horas de luz, de aproximadamente 1000 Lumens y una
temperatura promedio de 23°C. En este método se evaluaron 90 brotes del cual se

pudo realizar Unicamente una evaluacion ocho dias después de la siembra.

ANALISIS DE LOS DATOS

Inicialmente el experimento fue establecido bajo un disefio completamente
aleatorizado, donde cada alternativa de produccion de las plantas (sistema
hidroponico, sustrato mixto y sistema in vitro), constituian los tres tratamientos con
10 repeticiones. Sin embargo, considerando que no fue posible el establecimiento in
vitro, por las dificultades de contaminacion y oxidacion de los explantes, en vista de
la similitud entre los valores de las siembras en hidroponia y en sustrato, se tomd la

decision de hacer una comparacion entre los dos ultimos métodos antes mencionados
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utilizando los pardmetros estadisticos: media aritmética, varianza y desviacion

estandar.

Cada unidad experimental estuvo compuesta por 10 plantulas. En el tratamiento
desarrollado por sustrato se dispuso una plantula por tubete, mientras que para el
sistema hidropdnico fueron dispuestas cinco plantas por envase de Phytatray (dos
envases por UE). Al momento del levantamiento del ensayo fueron evaluadas todas

las plantulas.
Variables evaluadas

Para el andlisis de las variables, fueron evaluadas todas las plantulas dentro de

cada tratamiento.
Porcentaje de sobrevivencia

A partir de los ocho (8) dds, empez6 el conteo del nimero de plantulas vivas en
cada tratamiento, posteriormente se realiz6 nuevamente esta evaluacion a los 15 dds,
30 dds y 45 dds. Luego de estas evaluaciones, se procedio a calcular el porcentaje de

sobrevivencia con la siguiente formula

PV*100
M

PS=

Donde: PS = porcentaje de sobrevivencia,
PV = plantas vivas

M = tamafio de muestra.
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Altura del brote

Esta variable fue evaluada directamente desde la base hasta el apice terminal de
la plantula con la ayuda de una regla graduada pequefia. Las evaluaciones se
realizaron a partir de los 15dds, posteriormente a los 30 y 45 dds.

Numero de hojas por brote

Se realiz6 haciendo un conteo manual de las hojas verdaderas de cada plantula.
Las evaluaciones se realizaron a partir de los 15dds, posteriormente 30 dds y 45 dds.

Enraizamiento

A los 45 dds se evaluaron todas las plantas observando cuéntas habian

enraizado y se determind el porcentaje de plantas enraizadas por tratamiento.

Didmetro del tallo

Para esta evaluacion se utilizé6 un vernier analdgico marca Mitutoyo. Esta
evaluacion se realiz6 a los 45 dds, se midio a la altura del cuello de la planta en todas
las plantas presentes en los tratamientos.

Peso fresco del brote

Para esta evaluacion se usO una balanza analitica marca Ohaus modelo

Adventure. Se tomaron en cuenta todas las plantas presentes por tratamiento. Dicha

evaluacion se realiz6 a los 45 dds.



RESULTADOS Y DISCUSIONES

El primer paso para el desarrollo de plantas de circuma en el laboratorio inici6
con el establecimiento de un experimento donde se evalud la capacidad generativa de
brotes de los segmentos de rizoma. Estos segmentos de rizoma o minirizomas fueron
obtenidos de los cortes transversales realizados en los rizomas, de un cm de grosor y
que tuvieran al menos dos yemas visibles. Tal como se explicé en la metodologia, los
segmentos fueron colocados en las capsulas de Petri con el papel absorbente
previamente esterilizadas en la autoclave. Se colocaron los segmentos de rizomas
cortados con una de las caras cortadas hacia el papel absorbente y en un nimero de
diez segmentos por cada capsula de Petri. Se utilizaron dos métodos de desinfeccion,
el primero con una desinfeccion bésica de los minirizomas utilizando una solucion de
cloro comercial (concentracién de 3,75% de hipoclorito de sodio)mas agua destilada
estéril en relacién 1:3 (siembra 1), mientras que otra porcion de los minirizomas se
colocaron en una solucion, que ademas cloro comercial mas agua destilada estéril en
relacion 1:3, tenia adicionalmente el producto fungicida Benomil a razén de 1 g/L
(siembra 2), en ambas siembras se utilizaron capsulas de Petri de 11 cm de didmetro.
En vista que no se presentaron diferencias en cuanto a la contaminacion de los
minirizomas se procedio a establecer una tercera siembra de minirizomas en camara
himeda, solo que en esta oportunidad se utilizaron capsulas de Petri de 22 cm de

didmetro donde se colocaron mayor nimero de segmentos/capsula.

Los datos obtenidos para la grelacién en las tres siembras realizadas se
muestran en la Figura 9, observandose mucha similitud entre los registros obtenidos
para la segunda y tercera siembra, con promedios de 0,58 y 0,63 brotes/minirizoma y
con indices de grelacion de 58,39 % y 63,46 % respectivamente; mientras que en la

primera siembra, donde no se utilizé fungicida, el promedio de brotes/minirizoma fue

38
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de 0,78 y el indice de grelacion fue 78,17 %., valores que se pueden considerar
aceptables si consideramos que los segmentos utilizados fueron bastante pequefios.

Otro aspecto importante que considerar con el uso de los minirizomas es la
eliminacion de la dominancia apical presente en los rizomas de curcuma. Es comun
observar que los brotes de los extremos son de mayor tamafio e inhiben el
crecimiento de otros brotes en el rizoma, mientras que en los minirizomas cada

segmento tiene la tendencia a producir dos brotes.

25,00

2000 ¢

15,00

10,00
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Siembra 1

Siembra 2

Siembra 3

m Minirizoma/capsula

12,31

9.13

23.15

B Minirizomas Grelados

9,625

5,33

14,69

Brotes/minirizoma

0.78

0,58

0,63

Figura 9. Numero de minirizomas/capsula de Petri, minirizomas grelados y
brotes/minirizoma obtenidos en la siembra de minirizomas de circuma
(Curcuma longa L) en condiciones de camara humeda.

SOBREVIVENCIA DE LOS BROTES

La Figura 10 muestra los valores obtenidos para la sobrevivencia de los brotes

en las evaluaciones realizadas a los 8, 15, 30 y 45 dias después de la siembra,
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observandose mucha similitud para los valores entre los dos sistemas de siembra en
las dos primeras fechas de evaluacion, pero en el sistema hidroponico se observé una
disminucion de los brotes en mas del 15% a los 30 dias y hasta 25% en la evaluacion
realizada a los 45 dias despues de la siembra. En el caso de la siembra en sustrato se
mantuvo la sobrevivencia de los brotes por encima del 95%. Esto quizés se debi6 a
que la cantidad de solucion nutritiva aplicada en el sistema hidroponico fue la misma
durante todo el proceso y probablemente al grelar y desarrollarse los minirizomas esa
cantidad era insuficiente para satisfacer su demanda nutricional. En cambio, es de
suponer que en el sistema de sustrato habia mayor cantidad de nutrientes para
satisfacer la demanda de los brotes por lo que permitid6 mayor crecimiento y

desarrollo de los mismos.

100,00 29,00
100,00 -
. 98,00
84,00 28,00

80,00 - 75,00
g
-5 60,00 -
=
-]
=
=
@ 40,00
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=]
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8 dds 15 dds 30 dds 45 dds
H Hidroponia Sustrato

Figura 10. Sobrevivencia de los brotes de circuma (Curcuma longa L.)
sembrados en condiciones hidroponicas y en sustrato en evaluaciones realizadas
alos 8, 15, 30 y 45 dias después de la siembra.
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El Cuadro 2 muestra la comparacion de los valores obtenidos para la siembra en
sistema hidropdnico y los obtenidos para la siembra en sustrato, donde es posible
observar que la siembra realizada en hidroponico presenta una alta variabilidad de los
datos con respecto a la media, observando una varianza muy alta en las evaluaciones
realizadas a los 30 y 45 dias después de la siembra. Por su parte, la siembra realizada
en sustrato presenta valores mas estables y por su puesto menor variabilidad de los
datos. La variabilidad de los datos esta representada por los valores de la varianza y la
desviacién estandar de los datos. Estos dos valores son medidas de dispersion de los

datos con respecto a la media.

En el caso de la alta variabilidad de los datos en el sistema hidropdnico se
pueden explicar por las caracteristicas de la concha de arroz, que muestra menor
capacidad de retencion de agua y por ende de los nutrientes aplicados, por otro lado,
puede haber sido influenciado por el envase que se utiliz6 ya que el Phytatray tiene
mayor superficie de exposicion lo cual puede aumentar la evaporacion de agua y
algunos nutrimentos. En el caso del sustrato tierra se utilizaron los tubetes con mayor
capacidad y lo cual permite mayor crecimiento de las raices y al tener menor area de

exposicion disminuye la evapotranspiracion.

La varianza es una medida de dispersion que representa la variabilidad de una
serie de datos respecto a su media, mientras que la desviacion estandar es igual a la
raiz cuadrada de la varianza. La varianza y la desviacion estandar son herramientas
esenciales para comprender y analizar datos. Al calcular estas medidas, puede obtener
informacidn sobre cdmo se extienden los datos, ya sea consistente o volatil y cémo se

compara con otros conjuntos de datos.


https://economipedia.com/definiciones/media.html
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Cuadro 2. Promedio, varianza y desviacion estandar de los valores de
sobrevivencia de los brotes de circuma (Curcuma longa L.) bajo sistema
hidropédnico y en sustrato en diferentes épocas de evaluacion.

Sistema de Evaluacion
siembra Estadistico 8 dds 15 dds 30 dds 45 dds
Promedio 100,00 99,00 84,00 75,00
Hidroponico Varianza 0,00 10,00 337,78 427,78
Desv stand 0,00 3,16 18,38 20,68
Promedio 100,00 99,00 98,00 98,00
Sustrato  Varianza 0,00 10,00 17,78 17,78
Desv stand 0,00 3,16 4,22 4,22

ALTURA (cm) DE LOS BROTES

Los valores obtenidos para la altura de los brotes fueron muy diferentes entre
los dos sistemas de siembra evaluados. La Figura 11 muestra que en el sistema
hidroponico los brotes alcanzaron menor altura, siendo en promedio hasta cinco cm
de diferencia con el tamafio de los brotes obtenidos en la siembra en sustrato. En la
evaluacion realizada a los 45 dias después de la siembra, se observa que los brotes en
sustrato presentaban una altura promedio de mas de 17 cm, mientras que los
obtenidos en la siembra en hidropoénico apenas alcanzaron 12,40 cm. La causa de esta
diferencia podria ser atribuida a la disponibilidad de nutrientes del sustrato, aunque es
de hacer notar que a los brotes en medio hidroponico se les aplicé solucién nutritiva
para tratar de satisfacer las necesidades nutrimentales de los brotes recién formados.



43

20,00 17,53
15.19
— 15,00
£ 10,27
=
® 10,00
2
< 500
0,00
15 dds 30dds 45 dds
B Hidroponia 5,62 10,43 12,40
Sustrato 10,27 15,19 17,53

Figura 11. Altura (cm) de los brotes de circuma (Curcuma longa L.) sembrados
en condiciones hidroponicas y en sustrato en evaluaciones realizadas a los 15, 30
y 45 dias después de la siembra.

El Cuadro 3 muestra los valores promedios, varianza y desviacién estandar de
la altura de los brotes en las tres evaluaciones realizadas observandose poca variacion
en los datos, lo cual muestra que este caracter o variable es bastante estable y que, a
pesar de las diferencias entre los promedios de cada sistema de siembra no existe

mucha variacién de los datos con respecto a la media.

Cuadro 3. Promedio, varianza y desviacion estandar de los valores de altura
(cm) de los brotes de circuma (Curcuma longa L.) bajo sistema hidropénico y en
sustrato en diferentes épocas de evaluacion.

Sistema de siembra Evaluacion
Estadistico 15 dds 30 dds 45 dds
Promedio 10,27 15,19 17,53
Hidroponico Varianza 1,44 4,66 4,75
Desv stand 1,20 2,16 2,18
Promedio 5,62 10,43 12,40
Sustrato Varianza 2,07 6,13 9,76

Desv stand 1,44 2,48 3,12
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NUMERO DE HOJAS/BROTE

Los datos obtenidos para la variable nimero de hojas/brote bajo hidroponia y
en sustrato se muestran en la Figura 12, observandose mayor nimero de hojas en los
brotes sembrados en sustrato en todas las fechas de evaluacion. Sin embargo, a pesar
de las diferencias obtenidas en ambos sistemas de siembra hubo una tendencia similar
en el crecimiento mostrado entre ambos sistemas de siembra. En cuanto a la
variabilidad de los datos obtenidos, se encontrd una alta estabilidad de los registros en
las tres evaluaciones realizadas (Cuadro 4), indicativo de la estabilidad de esta
variable que, aparentemente es poca influenciada por factores ambientales y depende

mas de factores genéticos.
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M Sustrato 2,53 3,74 4,52

Figura 12. Namero de hojas/brotes de curcuma (Curcuma longa L.) sembrados
en condiciones hidroponicas y en sustrato en evaluaciones realizadas a los 15, 30
y 45 dias después de la siembra.
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Cuadro 4. Promedio, varianza y desviacion estandar de los valores de numero de
hojas/brotes de circuma (Curcuma longa L.) bajo sistema hidropdnico y en
sustrato en diferentes épocas de evaluacion.

Sistema de Evaluacion
siembra Estadistico 15 dds 30 dds 45 dds
Promedio 2,53 3,74 4,52
Sustrato Varianza 0,06 0,03 0,02
Desvstand 0,25 0,17 0,14
Promedio 1,39 2,65 3,32
Hidropdénico  Varianza 0,35 0,40 0,50
Desvstand 0,59 0,63 0,71

DIAMETRO (mm) DEL TALLO Y PESO (g) FRESCO DEL BROTE

La Figura 13 muestra los valores obtenidos para las variables diametro del tallo
y peso fresco de las plantas de clrcuma bajo los dos sistemas de siembra a los 45 dias
después de realizada la siembra. Para ambas variables los mayores valores se
obtuvieron en las plantas establecidas en sustrato mixto, mientras que las que se
desarrollaron de brotes colocados en hidroponia mostraron menor desarrollo y valores

inferiores en ambas variables.

3,00
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1,50
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W Diametro del tallo (mm) 2,69 2,83

Peso fresco (g) 2,38 2,91

Figura 13. Diametro del tallo (mm) y Peso fresco de las plantas de curcuma
(Curcuma longa L.) sembrados en condiciones hidropdnicas y en sustrato en
evaluacion realizada a los 45 dias después de la siembra.
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Los valores obtenidos para la varianza y la desviacion estdndar en las dos
variables indican que para el didmetro del tallo mostré6 mayor variacion de los datos
al utilizar el sistema de sustrato mixto, con una varianza de 2,06 y 1,43
respectivamente, relativamente mas altos que los obtenidos en hidroponia donde se
presentd una varianza de 0,05 y una desviacion estandar de 0,22 (Cuadro 5). La
variable peso fresco presentdé mayor variacion en hidroponia, con varianza de 8,19 y
desviacion estandar de 2,86, superiores a los valores obtenidos en sustrato mixto,

donde se obtuvo una varianza de 1,19 y una desviacion estandar de 1,09.

Cuadro 5. Promedio, varianza y desviacion estandar de los valores de didmetro
(mm) del tallo y peso (g) fresco de las plantas de curcuma (Curcuma longa L.)
bajo sistema hidroponico y en sustrato a los 45 dias después de la siembra

Sistema de Variable
siembra Diametro del tallo Peso Fresco (g)
Estadistico (mm)
Promedio 2,69 2,38
Hidroponico  Varianza 0,05 8,19
Desv stand 0,22 2,86
Promedio 2,83 2,91
Sustrato Varianza 2,06 1,19
Desv stand 1,43 1,09

PORCENTAJE DE ENRAIZAMIENTO DE LAS PLANTAS

El enraizamiento de las nuevas plantas es una condicién indispensable para su
establecimiento en el campo, por tal razon se le presta mucha importancia a la
evaluacion de dicha variable. La Figura 14 muestra los valores para el enraizamiento,
expresado en porcentaje, de las plantas de circuma sembradas en medio hidropdnico
y en sustrato mixto, evaluadas 45 dias después de la siembra. Todas las plantas
cultivadas en sustrato mixto produjeron raices, mientras que en el sistema

hidroponico el 97,14% produjo raices (Figura 15).
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En cuanto a la variacion de los datos, se observo poca variabilidad en ambos
sistemas de siembra,de acuerdo con los valores obtenidos para medir la dispersion de
los datos con respecto a la media aritmética (Cuadro 6). Hay que sefialar que la
evaluacion de enraizamiento permitié identificar que en el sustrato mixto el 37,11%

de las plantas habian iniciado el proceso de formacion de nuevos rizomas (Figura 16).

Enraizamiento
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40,00
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Hidroponia Sustrato

Sistema de siembra

Figura 14. Porcentaje de enraizamiento de plantas de circuma(Curcuma longa
L.) sembrados en condiciones hidropdnicas y en sustrato en evaluaciones
realizadas a los 45 dias después de la siembra.

Figura 15. Enraizamiento de las plantas de curcuma (Curcuma longa L.)
sembradas en sustrato y en sistema hidroponico a los 45 dds.
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Figura 16. Plantas de circuma (Curcuma longa L.) sembradas en sustrato mixto
con formacion de nuevos rizomas a los 45 dias después de la siembra.

Cuadro 6. Promedio, varianza y desviacion estdndar de los valores de
enraizamiento de plantas de circuma (Curcuma longa L.) bajo sistema
hidropénico y en sustrato a los 45 dias después de la siembra

Sistema de siembra

Estadistico Enraizamiento
Promedio 97,14
Hidropdnico Varianza 0,24
Desvstand 0,49
Promedio 100,00
Sustrato Varianza 0,23
Desvstand 0,48

Los resultados obtenidos en la utilizacion de minirizomas de clrcuma
(Curcuma longa L.) en la siembra bajo sistema hidroponico y bajo sustrato mixto
indican que es una estrategia interesante en la produccion de brotes que se pueden
utilizar en las siembras comerciales de esta importante especie, especialmente cuando
se indica que los productores utilizan mas de 2000 kg de rizomas para la siembra de
una hectarea y que con la utilizacion de brotes provenientes de minirizomas es
posible disminuir la cantidad de rizomas semillas hasta en un 80%. Por supuesto, se

requiere utilizacion de mano de obra para el corte de los minirizomas y el proceso de
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establecimiento de los semilleros antes de que los brotes sean llevados
definitivamente al campo. Esto abre nuevas lineas de investigacion para evaluar el
comportamiento en campo de los brotes desarrollados en los minirizomas, pero todo

indica que puede ser una alternativa en las siembras comerciales de circuma.

METODOS DE DESINFECCION USADOS PARA EL ESTABLECIMIENTO
IN VITRO DE PLANTAS DE CURCUMA

Método 1

Se sembr6 un total de 40 tubos de ensayo a fin de determinar la eficiencia del
método de desinfeccion. Se mantuvieron los explantes en completa oscuridad por 5
dias para realizar la primera evaluacion que arrojo contaminacion de la totalidad de
los explantes. En vista de este resultado se disefid una nueva estrategia de

desinfeccion.

Método 2

En este método se evaluaron 100 brotes de las cuales se hicieron dos
evaluaciones (8 dds y 15 dds). En la evaluacion realizada a los 8 dias después de la
siembra se obtuvo una sobrevivencia de 82%, con un porcentaje de contaminacion
por hongos de 40% y contaminacion por bacterias de 55%. Es de hacer notar que se

contabilizaron explantes vivos a pesar de mostrar indicios de contaminacion.

A los 15 dias después de la siembra se realizo la segunda evaluacion arrojando
una sobrevivencia de 23%, 42% de contaminacion por hongos y 72% de
contaminacion por bacterias. Estos resultados muestran que el método de
desinfeccion no fue efectivo, especialmente para controlar bacterias, a pesar de que se

utilizoé un producto especifico para el control de este contaminante.
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Método 3

El medio de cultivo en este caso fue modificado al agregar una capsula de
amoxicilina de 500 mg /L y Benomil (1 g/L). En esta oportunidad se evaluaron 70
brotes y se realizo la evaluacion de estos a los ocho dias después de la siembra. Los
resultados obtenidos no fueron muy diferentes de los obtenidos anteriormente,
aunque se observd mayor sobrevivencia de los explantes (55,71%), 32,85% de
contaminacion por hongos y 50% de contaminacion por bacterias. Es importante
mencionar que no se realizd la segunda evaluacion correspondiente (15dds) debido
que para ese entonces todos los brotes se habian contaminado.

Método 4

En esta oportunidad se evaluaron 90 brotes, en los cuales a los ocho dias
después de la siembra la contaminacion fue de 67,77% a causa de hongos y 66 % a
causa de bacterias. Solo se observo sobrevivencia del 24,40% de los explantes. Es
importante mencionar que no se realizd la segunda evaluacion correspondiente

(15dds) debido que para ese entonces todos los brotes se habian contaminado.

Queda la interrogante de la contaminacion que se presento en las siembras in
vitro, las cuales fueron muy altas, llegando al 100% de explantes contaminados a los
15 dias de sembrados. Si bien es cierto que los minirizomas colocados en camara
humeda (capsulas de Petri con papel absorbente esterilizadas) no mostraban el
crecimiento de micelio o exudados que diera indicios de la presencia de hongos y
bacterias respectivamente, al ser colocados en los medios de cultivo (MS basico + 0,5
g/L de carbon activado) aparecieron los factores contaminantes. También hay que
hacer notar que las condiciones ambientales del Laboratorio de Biotecnologia en la
época cuando se establecieron los experimentos fueron propicias para la aparicién de

hongos y bacterias. Alta humedad relativa causada por los problemas estructurales
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(falta de impermeabilizacion del techo), deficiencias en los acondicionadores de aire,
limitaciones en la limpieza por falta de personal causado por la pandemia de COVID
19 crearon un ambiente que en mucho puede ser el responsable de la alta

contaminacién observada.

Por todo lo antes explicado es evidente que los procesos utilizados para la
desinfeccion de los explantes no rindieron los frutos esperados. La utilizacion de
productos fungicidas y/o bactericidas no disminuyeron de manera efectiva, la
contaminacion de los explantes y ello, por supuesto, impidi6 que se pudieran
establecer vitroplantas para su posterior multiplicacion.

Espinosa et al. (2009) determinaron el efecto de la longitud de la yema, el
estado fisico del medio de cultivo y la concentracion de sales inorganicas y
reguladores del crecimiento en el establecimiento y multiplicacién in vitro de
carcuma. Lograron aumentar los valores de desinfeccion y establecimiento in vitro
para el cultivo, al utilizar yemas terminales con una longitud de 0,8-1,0 cm e
hipoclorito de sodio al 2% durante 25 minutos. Estos autores, aunque no indican el
porcentaje de contaminacion que presentaron, indican que utilizaron brotes de tamafio

similar a los utilizados en este experimento.

Por su parte Urrea et al. (2011) mencionan que lograron introducir y multiplicar
in vitro plantas de C. longa, e inducir la formacion de minirizomas. Efectuaron tres
protocolos de desinfeccion, en el primer protocolo 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 remocidn 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 y
finalmente se enjuagaron con agua destilada estéril hasta eliminar los restos de

hipoclorito; durante el segundo protocolo los explantes fueron tratados con fungicida
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Manzate® a 100 mg/l durante 10 min, posteriormente se procedié con los pasos
descritos en el protocolo anterior; para el Gltimo protocolo los explantes fueron
tratados como se describidé en el protocolo 1, pero al final se realizaron cortes
eliminando nuevamente el tejido externo hasta un tamafio aproximado de la yema de
1,5 cm. Estas yemas fueron sumergidas durante 10 a 15 segundos en una mezcla de
hipoclorito al 3% y &cido acético al 5% en proporcion 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 cultivados después 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 horas luz y 8 horas de oscuridad. Para los apices establecidos
evaluaron la altura y el coeficiente de multiplicacion como indice de respuesta a
diferentes concentraciones de bencilaminopurina (0,0, 2,0, 3,0 y 4,0 mg/l). Para la
induccién de minirizomas usaron vitroplantas de 10 cm, evaluando la formacién de
éstos, el numero promedio y caracteristicas morfoldgicas. 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
concentracion de sacarosa por encima de 60 g/l fueron factores determinantes en la
induccién de los minirizomas. Tal como se puede observar, los métodos de
desinfeccion utilizados no difieren mucho de los utilizados en este grupo de
experimentos, aunque los autores no indican los porcentajes de contaminacién y las

causas de la contaminacion.

Espinosa et al. (2012) recomienda el uso de plantas limpias, provenientes de
cultivo de tejidos, las cuales serian las plantas madre o productoras de semilla. El uso
de plantas in vitro para la produccion de semilla libre de plagas es una alternativa
para mejorar la calidad fitosanitaria de la semilla. Estos autores evaluaron la respuesta
morfoagronémica de plantas de curcuma obtenidas por cultivo de tejido y por

rizomas en condiciones organoponicas.
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Urrea et al. (2014) sefialan como estrategia para la obtencién de gran cantidad
de germoplasma con caracteristicas fitosanitarias Optimas, se han implementado
diferentes técnicas de cultivo in vitro, incluyendo la formacién de minirizomas y la

micropropagacion de plantas.

En todos los trabajos antes explicados no se muestran valores relacionados con
la contaminacion de los explantes, identificacion de las fuentes de contaminacion y

tampoco sobre la produccién de fenoles y la oxidacion de los explantes.



CONCLUSIONES

Una vez analizados los datos obtenidos durante el experimento se llega a las

siguientes conclusiones:

Los métodos tanto hidroponico como sustrato mixto arrojaron resultados
similares en cuanto al nimero de hojas y enraizamiento, sin embargo, el tratamiento
por sustrato mixto fue superior en todas las demas variables evaluadas.

El método por sustrato mixto fue mas eficiente y los brotes obtenidos fueron de
mejor calidad agrondmica (desarrollo radical, formacién de nuevos rizomas) lo cual
hace presumir que tengan un mejor comportamiento en campo.

Tanto la siembra en sustrato como hidroponico arrojaron resultados aceptables.

Aun con la utilizacion de productos especificos para desinfeccion de los

explantes, en el tratamiento in vitro hubo contaminacion total del material vegetal.
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RECOMENDACIONES

El uso de minirizomas en cdrcuma podria ser una buena estrategia al reducir

significativamente la cantidad de material de siembra.

Es necesario evaluar el comportamiento de los brotes obtenidos de minirizomas

y compararlo con el desarrollo de plantas obtenidas por rizomas completos.
Es necesario realizar otros trabajos de investigacion en cdrcuma para aplicar
nuevos metodos de desinfeccion que sean efectivos para la produccién masiva de

brotes sanos mediante técnicas de cultivo de tejidos.

Es necesario controlar las condiciones ambientales del laboratorio a fin de

disminuir la fuente de contaminacién.
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RESUMEN

La cdrcuma (Curcuma longa L.) es una especia que se ha abierto campo en
nuestro pais principalmente por su uso medicinal, como condimento y colorante
natural. Con la idea de crear nuevas estrategias para aumentar la produccion,
disminuir la cantidad de material de siembra y obtener plantas sanas, se
desarrollaron dentro del Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad de
Oriente, Nucleo Monagas, diferentes alternativas de propagacion por
minirizomas implementando tres métodos de siembra, in vitro, hidropénico y
por sustrato y compararlos utilizando los pardmetros estadisticos, media
aritmética, varianza y desviacion estandar. Sin embargo, por el método in vitro
no fue posible establecer comparacion con los otros métodos debido al alto indice
de contaminacion por presencia de hongos y bacterias a pesar de que se
aplicaron diferentes técnicas de desinfeccién. No obstante, con los resultados
obtenidos en el sistema hidropdnico y sustrato fue posible realizar evaluaciones
de sobrevivencia, numero de hojas y altura del brote a los 15, 30 y 45 dias
después de la siembra, también se evalué diametro del tallo, enraizamiento y
peso fresco a los 45 dds; los resultados demostraron similitud en cuanto al
namero de hojas y enraizamiento, mientras en la sobrevivencia hubo diferencia
de casi 25 % a los 45 dds favoreciendo al método por sustrato, las variables
restantes resultaron superiores en la propagacién por minirizomas en sustrato.
Es importante mencionar que en este método también se observé la formacion
de nuevos rizomas lo que lo hace la técnica ideal para la propagacion de plantas
utilizando minirizomas.
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