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ARTICULO DE INVESTIGACION

Organogénesis y embriogénesis en Curcuma longa L. a partir
de capas delgadas de células, segmentos y bases de hoja

Curcuma longa L. embryogenesis and organogenesis from thin cell
layers, leaf segments and bases of leaf

Zulma Isabel Monsalve Fonnegra®, Aura Inés Urrea Trujillo", Alejandra Canal Morales™

Resumen

A pesar de sus propiedades farmacolégicas, alimenticias e industriales y su gran potencial de mercado, Curcuma longa L.
no ha sido comercializada en la medida en que se esperaria. La dificultad de propagacién de la especie, que se da exclu-
sivamente por via vegetativa al ser un triploide estéril, aunada a las exigencias ambientales de su cultivo y su alta suscep-
tibilidad al ataque de distintos patégenos han sido las causas por las cuales no se ha dado un aprovechamiento acorde a
las propiedades y potenciales de la planta. Como estrategia para la obtencion de gran cantidad de germoplasma con ca-
racteristicas fitosanitarias 6ptimas, se han implementado diferentes técnicas de cultivo in vitro, incluyendo la formaciéon de
microrrizomas y la micropropagacion de plantas. Sin embargo, atin no se dispone de métodos eficientes para la induccion
de procesos de organogénesis y embriogénesis somatica. En el presente estudio se reporta el efecto de diferentes regula-
dores de crecimiento vegetal y sus combinaciones sobre segmentos de hojas, bases de hoja y capas delgadas de células
(thin cell layers - TCL) de Curcuma longa L. para la induccion de callos y embriones. Los tejidos evaluados mostraron una
respuesta diferencial de acuerdo con sus caracteristicas y los reguladores de crecimiento vegetal adicionados. En las bases
de hoja y TCLs se obtuvo particularmente una respuesta embriogénica. De otro lado, fue posible inducir morfogénesis
caulinar y radicular simultaneamente en todos los tejidos evaluados. Las plantas regeneradas a partir de las bases de hoja
fueron mucho mas vigorosas que las de los otros tejidos.

Palabras clave: micropropagacion, embriogénesis, organogénesis, reguladores de crecimiento vegetal.

Abstract

In spite of its pharmacological, nutritional and industrial properties and its great potential market, Curcuma longa L. has not
been commercialized to the extent that would be expected. The difficulty of propagation of the species, which is provided
exclusively by vegetative to be a sterile triploid, coupled with the environmental requirements of the crop and its high
susceptibility to attack by different pathogens, have been the causes for which has not been given a use according to the
properties and potential of the plant. As a strategy for obtaining large numbers of germplasm with optimal phytosanitary
characteristics, different techniques have been implemented in vitro culture, including the formation of microrrizomas and
micropropagation of plants. However, not yet available efficient methods for somatic embryogenesis and organogenesis
induction processes. In this study, we report the effect of different plant growth regulators and their combinations on the
leaf segments, leaf bases and thin cells layers (TCL) of Curcuma longa L. for the callus and embryos induction. The evaluated
tissues showed a differential response, according to its characteristics and the plant growth regulators added. Embryogenic
response was particularly obtained in leaf bases and TCL. On the other hand, it was possible to induce cauline and root
morphogenesis simultaneously in all evaluated tissue. Regenerated plants from leaf bases were more vigorous than the
others tissues.

Keywords: micropropagation, embryogenesis, organogenesis, plant growth regulators.
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Introduccién

Curcuma longa L., (Zingiberacea) es una de las espe-
cies de mayor importancia en aplicaciones cosméti-
cas, alimentarias (como conservante y condimento),
ornamentales y medicinales incluyendo su uso como
anticancerigeno, antidiabético, antiinflamatorio, in-
munomodulador, antioxidante, antiparasitario y en la
prevencion y tratamiento del Alzheimer y la fibrosis
cistica, entre otras (Abd-Elraheim et al,, 2013; Alvis et
al,, 2012; Tehranipour y Erfani, 2012; Jaggi Lal, 2012;
Jantan et al, 2012; Ji et al, 2012; ; Panditrao y Na-
yak, 2012; Zhou et al., 2011; Jurenka, 2009). Tiene un
gran potencial de mercado e impacto econémico, con
una demanda mundial creciente y una pequefa ofer-
ta, siendo los principales productores y exportadores
India, China, Indonesia, Bangladesh y Tailandia (Kumar
etal., 2010). La India cuenta con un cultivo de 150,000
hectareas, lo que representa un 93,7% de la produc-
cion mundial, de los cuales el 92% es empleado en
consumo domeéstico y solo el 8% restante es exporta-
do (Velayudhan et al, 2012).

Los rizomas son la principal fuente de curcuminoides
(curcumina, demetoxicurcumina y bisdemetoxicurcu-
mina), en los cuales llegan a representar mas del 3 %
de su peso seco (Xiaogiang y Gang, 2006). Estos pig-
mentos polifendlicos le confieren el color amarillo bri-
llante caracteristico a este 6rgano de almacenamiento,
y junto con algunos sesquiterpenos y otros diarilhep-
tanoides, han sido postulados como responsables de
gran parte de la actividad biolégica de la especie.

Uno de los grandes problemas en la comercializa-
cion masiva de estas plantas, es su dificultad en la
propagacion. En las zingiberaceas, los rizomas son
generalmente usados como propdagulos, ya que la
propagacion por semillas es muy complicada debido
a que tienen un periodo de dormancia superior a los
12 meses (Bejoy et al, 2012). En el caso particular de
Cudrcuma, la propagacion es llevada a cabo exclusiva-
mente por esta via asexual, dado que es una especie
triploide (2n = 3x = 63) basicamente estéril. Adicional
a esto, las condiciones para su cultivo tales como la
altitud (1300 a 1800 msnm), el requerimiento de agua
(1000 mm minimo), la elevada temperatura y el suelo
rico en materia organica, limitan de manera considera-
ble la produccién masiva (Urrea et al., 2011).

Otro de los problemas asociados al cultivo es su alta
susceptibilidad a bacterias como Pseudomonas solana-
cearum y Fusarium oxysporum, ademas de nematodos
como Meloidogyne incognita (Dohroo, 1989) y Oo-
micetes como Phythium sp., patégenos que son dise-
minados a través de los rizomas (Xiaogiang y Gang,
2006), representando un gran problema para la con-
servacion y almacenamiento de este germoplasma.

Por lo anterior, las técnicas de cultivo in vitro han sido
consideradas como la mejor alternativa para la obten-
cion de gran cantidad de plantas de estas especies con

las caracteristicas fitosanitarias y de estabilidad genéti-
ca 6ptimas para su comercializacion.

En Cidrcuma, se han empleado técnicas de cultivo de
tejidos con diferentes fines, particularmente en la pro-
pagacion via morfogénesis e induccion de microrri-
zomas (Singh et al, 2011; Cousins y Adelberg, 2008;
Tyagi et al,, 2004; Mrudul et al., 2001; Salvi et al., 2001;
Dekkers et al, 1991; Balachandran et al, 1990; Nad-
gauda et al., 1978). Por ejemplo, se han micropropaga-
do plantas de C. zedoaria, C. aromatica (Anisuzzaman
et al, 2008; Yasuda et al,, 1987), C. amada (Prakash et
al,, 2004; Barthakur y Bordoloi, 1992), C. angustifolia
(Shukla et al., 2007), C. aeruginosa, C. caesia (Balachan-
dran et al, 1990) y C. longa (Rahman et al., 2004), en-
tre otras.

En Curcuma longa L., especificamente, se ha logrado
la formacién de 4,7 brotes/explante en el medio MS
suplementado con 3,0 mg/L de 6-benziladenina (BA)
(Nayak y Kumar, 2006). Posteriormente, Urrea et al.
(2011) empleando BAP a 2,0 mg/L logré incrementar
este nimero a 11, 0 brotes/explante.

Considerando que el tipo y cantidad de metabolitos
sintetizados por la planta varia segun las condiciones
de cultivo, también se ha comparado el perfil meta-
bélico de plantas de Curcuma longa propagadas por
métodos convencionales y por cultivo de tejidos sin
encontrar diferencias significativas entre ellas (Xiao-
giang y Gang, 2006).

Sin embargo, en Curcuma a la fecha son pocos los tra-
bajos realizados para el establecimiento de métodos
eficientes para la induccién de procesos de organo-
génesis, embriogénesis y regeneracion de plantas
completas a partir de diferentes explantes, entre ellos
segmentos de hojas, bases de hoja y capas delgadas
de células (TCL, por sus siglas en ingles).

En el presente estudio se describen los resultados ob-
tenidos con diferentes reguladores de crecimiento ve-
getal y su combinacion en varias concentraciones en
la induccion procesos de organogénesis y embriogé-
nesis a partir de distintos tipos de tejidos de Curcuma
longa L.

Materiales y métodos

Material vegetal

Rizomas de Curcuma longa L. fueron usados como ex-
plantes para la obtencién de plantas completas. Los ri-
zomas con brotes fueron individualizados y cultivados
bajo condiciones de vivero, usando una mezcla tierra
arena (2:1) previamente esterilizada y fertilizando con
sales MS (Murashige y Skoog, 1962) a la mitad de la
concentracion de su férmula cada 30 dias. Plantas con
un tamano entre 10 y 15 cm se escindieron desde la
base del rizoma, posteriormente fueron desinfectadas
segun lo descrito por Urrea et al. (2011).

Organogénesis y embriogénesis en Curcuma longa L.
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Propagacion in vitro

Después de la desinfeccion del material, se procedio
a sembrar los explantes en medio basal MS suplemen-
tado con 6-benzil aminopurina (BAP 2,0 mg/L), saca-
rosa (30,0 g/L) y gelrite (1,8 g/L), ajustando el pH a
5,7 antes de esterilizar en autoclave a 121 °C a 20 Ib
de presion por 15 mi. Las condiciones de incubacion
fueron mantenidas, segtin Urrea et al. (2011), a una
temperatura de 24 + 2 °C con fotoperiodo de 16h luz
(28-35 umol m-2 s-1) y 8h oscuridad, logrando después
de 90 dias una adecuada micropropagacion del mate-
rial con caracteristicas morfolégicas optimas para los
ensayos posteriores.

Formacion de callos y embriones

Los ensayos fueron llevados a cabo sobre distintos ti-
pos de tejido vegetal: base de hoja, hoja y thin cell
layers (TCL) obtenidos a partir de plantas micropropa-
gadas como se describié anteriormente.

Para las bases de hoja se tomoé el segmento basal inclu-
yendo el meristemo apical de aproximadamente 0,5
cm?. Los segmentos de hoja de aproximadamente 0,5
cm? fueron tomados a partir de hojas jévenes. Las TLC
fueron obtenidas a partir de pseudotallo de la parte
basal incluyendo el meristemo apical con un tamano
aproximado de 0,2 cm?.

Para establecer el tratamiento mdas adecuado para
inducir la regeneracién, se evalio el efecto de al-
gunos reguladores del crecimiento (auxinas: acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4 D) y acido naftalenacéti-
co (ANA); citokininas: BAP y Kinetina (KIN)) en distintas
concentraciones y combinaciones, adicionandolos al
medio de cultivo basal MS suplementado con sacaro-
sa (30,0 g/L) y gelrite (1,8 g/L), como se describe en
la tabla 1.

Tabla 1. Reguladores de crecimiento vegetal y combinaciones
evaluadas en la induccién de regeneracién. 2,4D: acido
2,4-diclorofenoxiacético; ANA: dcido naftalenacético; BAP:
6-benzil aminopurina; KIN: Kinetina.

Regulador de BAP KIN
crecimiento
il 1,0 2,0 0,5 1,0
0,5 M1 M3 M5 M6
2,4D
1,0 M2 M4 M7 M8
1,0 M9 M10 M13 M14
ANA
2,0 MT11 M12 M15 M16

En cada caso se incluyeron los respectivos controles
sin adicion de reguladores de crecimiento. Los cultivos
se mantuvieron a una temperatura de 24 + 2 °C bajo
condiciones de oscuridad constante por un periodo

de 30 dias. El tamano de muestra fue de 12 explantes
por tratamiento distribuidos en cajas de Petri con 4
explantes por caja y 3 repeticiones. Como indicadores
de respuesta se evaluaron la formacién y tipo de callo
(granular, nodular, fibroso o embriogénico), formacion
de brotes y formacion de raices.

Andlisis estadisticos

Los datos obtenidos se procesaron estadisticamen-
te mediante andlisis de varianza simple (ANOVA). La
determinacion de grupos homogéneos y significativa-
mente diferentes se llevé a cabo mediante la prueba
de Rangos Mdiltiples y Kruskal-Wallis con un nivel de
confianza del 95 %, usando el programa Statgraphics
5 plus.

Resultados y discusién

Formacion de callos y embriones somdticos.

Cuando se evalu6 el efecto de los reguladores de cre-
cimiento en diferentes explantes se encontré una mar-
cada diferencia en la respuesta de los segmentos de
hoja con respecto a las bases de hoja y las TCL.

En los segmentos de hoja se obtuvo una incipiente for-
macion de callo, ubicado en general en los bordes y la
superficie del tejido y principalmente con caracteristi-
cas de callo fibroso y granular en los tratamientos M1
a M8 (tabla 2).

A diferencia de esto, con los mismos tratamientos, en
las TCL y las bases de hoja predominé la formacion de
callo granular, nodular y embriogénico (tabla 2).

Con la combinacion BAP 1,0 mg/Ly 2,4 D a 0,5 mg/L
(MT1) solamente se encontré callo embriogénico en las
TCL, en los demas tejidos se favorecié la formacion de
callo granular, nodular y fibroso (figura 1). A diferencia
de esto, la misma combinacién de reguladores de cre-
cimiento pero en mayor concentracién (BAP 2,0 mg/L
y 2,4 D a 1,0 mg/L; M4) permiti6 la formacion de callo
embriogénico en los tres tipos de explante (figura 1).

Los tratamientos M2, M3, M5, M6, M7 y M8 en seg-
mento de hoja condujeron a la formacién de todos los
tipos de callo excepto el embriogénico; en tanto que,
con los mismos medios, pero en TCL y bases de hoja,
este fue el tipo de callo que predominé (figura 1).

Considerando las caracteristicas fisiol6gicas de los tres
tipos de tejidos evaluados, no es sorprendente la dife-
rencia encontrada en la respuesta a los tratamientos
con los reguladores de crecimiento entre los segmen-
tos de hoja y los demads explantes. Los segmentos de
hoja presentan un mayor grado de diferenciacién en
comparacién con las bases de hoja y las TCL. Estas ul-
timas son muy similares entre ellas y presentan, en ge-
neral, un estado metabdlico mas activo caracterizado
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Tabla 2. Respuesta de los diferentes tejidos a los tratamientos evaluados. TCL: thin cell layers; M1 - M8: reguladores

de crecimiento vegetal y combinaciones evaluadas como se describi6 en la tabla 1.

Base de hoja

TCL

Callos nodular y embriogénico

Callos nodular en haces
vasculares y embriones

Callos fibroso, granular
y embriogénico

Callos fibroso, granular,
nodular y embriogénico

Callos granular, nodular
y embriogénico

Callos granular, nodular
y embriogénico

Callos fibroso y embriogénico

Embriones

Segmento de hoja

M1 Callos granular y fibroso en Callos fibroso y nodular

los bordes del explante

Callos incipientes en los Callos fibroso, nodular
M2 L

bordes del explante y embriogénico

Callos incipientes en los Callos fibroso, nodular
M3 N

bordes del explante y embriogénico
M4 Estructuras similares a embriones Callos fibroso, g.ran,ul.ar,

nodular y embriogénico

Callos incipientes y granular en la Callos fibroso, granular,
M5 - S

superficie y bordes del explante nodular y embriogénico

Callos granulares en la superficie Callos granular, nodular
M6 NP

y bordes del explante y embriogénico
M7 Sin respuesta

Callos incipientes en Callos granular, fibroso
M8 . P

bordes y superficie y embriogénico

Callos nodular, granular
y embriogénico

por una rapida proliferacion celular dado que provie-
nen de tejido en desarrollo. Esto podria explicar que
en los segmentos de hoja la respuesta fuera menos
contundente en la formacion de callos que la obtenida
en los explantes menos diferenciados.

En las bases de hoja y las TCL se registr6 la formacion
de todos los tipos de callo, un reflejo de la gran capaci-
dad de estos tejidos para sufrir des-diferenciacion y/o
re-diferenciacion ante el tratamiento con reguladores
del crecimiento vegetal, maxime si se tiene en cuenta
que estos son explantes ricos en elementos vascula-
res, caracterizados por su gran sensibilidad a estimulos
ocasionados por sefales reguladoras (Teixeira, 2003).

La respuesta obtenida en la combinacion de 2,4 D y
BAP o con KIN fue indistinta, sugiriendo que el efecto
obtenido es debido a las caracteristicas de los tejidos
mas que al tipo de citoquinina evaluada.

La combinacion entre 2,4 D y BAP también ha mos-
trado buenos resultados en la induccion de embriones
somaticos en otras especies de la familia Zingiberacea.
Por ejemplo, en Curcuma amada, Soundar-Raju et al.
(2013) lograron la formacion de callos embriogénicos
a partir de segmentos de hoja mediante el cultivo en
medio MS suplementado con 2,4 D a 2,0 mg/L y BAP
0,5 mg/L.

Por otro lado, en Curcuma attenuatta, los porcentajes
mas altos (33,3 %) en la induccién de callos fue obte-
nida mediante el cultivo en medio suplementado con
2,4 D a 3,0 mg/L y KIN 0,5 mg/L (Kou et al., 2013)
partiendo de anteras como explante; no obstante, las
caracteristicas de los callos descritas no corresponden

a las de un callo embriogénico. A diferencia de esto,
en el presente reporte, esta combinacién de regulado-
res favorecié la induccién de callo embriogénico, sin
embargo no se debe perder de vista que se parti6 de
explantes muy diferentes, por la tanto es de esperar
que la respuesta sea diferente, muy probablemente
como consecuencia de la carga hormonal endégena
y las potencialidad del tejido mismo.

Cabe resaltar que la obtencion de callos embriogéni-
cos lograda en este estudio representa un aporte muy
significativo para la obtencién de regenerantes, como
paso indispensable en los programas de mejoramiento
mediante técnicas biotecnoldgicas en esta especie.

Regeneracion via organogénesis

El anélisis de varianza permitié comparar el efecto de
nueve de los tratamientos evaluados (M9 a M16 vy
control), tanto en base de hoja como en TCL, conside-
rando el nimero de brotes y raices como indicadores
del efecto.

Con respecto al nimero de brotes, la razén-F fue de
3,40274 para las bases de hoja y de 3,03774 para las
TCLs, demostrando que existe una diferencia estadis-
ticamente significativa entre la media de este indica-
dor segtn los tratamientos evaluados (tabla 3). Para
el indicador ndmero de raices, usando las bases de
hoja como explante la razon-F fue de 2,89665, y de
2,26317 en TCL, demostrando nuevamente diferencia
estadisticamente significativa entre los tratamientos
M9 a M16 (tabla 3). En todos los casos se obtuvo un

Organogénesis y embriogénesis en Curcuma longa L.
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Segmento de hoja

N -
M5 : :

M6

M7

Figura 1. Respuesta de los tejidos a los tratamientos con reguladores de crecimiento. TCL: thin cell layers; M1 - M8: reguladores
de crecimiento vegetal y combinaciones evaluadas como se describié en la tabla 1.1. Callo fibroso; 2. Callo granular; 3. Callo
incipiente; 4. Embriones; 5. Callo nodular.
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Tabla 3. ANOVA para las variables Numero de brotes y Numero de raices en bases de hoja y TCL. TCL: thin cell
layers; SC: suma de cuadrados; GL: grados de libertad; CM: cuadrado medio; R-F: razén F: V-P: valor P.

Nidmero de brotes por tratamiento

Numero de raices por tratamiento

Bases de hoja

Fuente sC Gl CcM R-F V-P Fuente sC Gl M R-F v-P
Entre grupos | 87,0046 8 10,8756 | 3,40 | 0,0017 Entre grupos 407,993 8 50,9991 2,90 | 0,0061
Intra grupos 313,22 98 3,19612 Intra grupos 1725,41 98 17,6062
Total (Corr.) | 400,224 | 106 Total (Corr.) 2133,4 106

TCL
Fuente sC Gl CM R-F v-P Fuente SC Gl CM R-F V-P
Entre grupos 24,253 8 3,03163 | 3,04 | 0,0043 Entre grupos | 163,916 8 20,4896 | 2,26 | 0,0290
Intra grupos 97,803 98 | 0,99799 Intra grupos 887,242 98 9,05349
Total (Corr.) 122,056 | 106 Total (Corr.) 1051,16 106

valor-P menor que 0,05 a un nivel de confianza del
95,0 %.

Ahora bien, con la prueba de Rangos Mdiltiples se logré
identificar dos grupos homogéneos cuando se emplea-
ron bases de hoja como explante. Uno conformado
por los tratamientos M11, M13, M14, M15 y M16, y
el otro con el control y el tratamiento M9, indicando
que existen diferencias estadisticamente significativas
entre ellos, con un nivel del 95,0 % de confianza (figu-
ra 2). Los mejores resultados en cuanto a nimero de
brotes fue obtenido cuando el explante se cultivé en
el medio MS exento de reguladores de crecimiento
(3,1 brotes en promedio) y cuando fue suplementado
con 1,0 mg/L de ANA y la misma concentracién de
BAP (2,9 brotes en promedio). Estos resultados fueron
corroborados mediante la comparacién de medianas
con la prueba de Kruskal-Wallis, obteniendo un valor-P
de 0,0104335 con un nivel del 95,0 % de confianza.

Cuando se emplearon TCL como explante se identifica-
ron tres grupos homogéneos. El primero conformado
por los tratamientos M16, M13 y M9, el segundo entre
M11, M10, M15y M14, y el tercero con el tratamiento
control y el M12 (figura 2). Para este explante el mayor
ndmero promedio de brotes fue obtenido cuando se
cultivo en el medio MS sin reguladores de crecimiento
(1,8 brotes en promedio) y cuando fue suplementado
con ANA y BAP ambos a 2,0 mg/L (1,3 brotes en pro-
medio). La comparacion de medianas con la prueba
de Kruskal-Wallis, permitié verificar estas diferencias
con un valor-P de 0,0112683 a un nivel de confianza
del 95,0 %.

Para el indicador nimero de raices, empleando las ba-
ses de hoja, se identificaron dos grupos homogéneos.
El primero conformado por los tratamientos M15,
M11, M16, M10, M12 y M14, y el segundo con el

control y M9; en el dltimo caso con un ndmero prome-
dio de raices de 7,1y 7,25, respectivamente (figura 3).

En el caso de las TCL se separaron dos grupos, el prime-
ro compuesto por los tratamientos M11, M10, M16,
M9, M15, M12 y M14 y el segundo por M12, M14 y
M13 y el control; el mayor nimero promedio de raices
fue obtenido empleando el medio MS sin reguladores
de crecimiento (4,9 raices; figura 4) y cuando fue su-
plementado con ANA a 1,0 mg/L y KIN a 0,5 mg/L (4,6
raices en promedio) (figura 3).

Sin embargo para este indicador, con las bases de hoja
el valor-P fue de 0,207962 y de 0,0682319 en TCL, de-
mostrando que para ambos explantes no hay diferen-
cia estadisticamente significativa entre los tratamientos
evaluados con un nivel del 95,0 % de confianza.

En las bases de hoja, tanto la induccion de brotes
como de raices, tuvo la mejor respuesta en el medio
conteniendo ANA a 1,0 mg/L y BAP a 1,0 mg/L y en
el control exento de reguladores de crecimiento. Es
de resaltar que la induccién lograda en morfogénesis,
tanto caulinar como radicular, empleando los mismos
tratamientos tiene una gran implicacion en la regene-
racion de esta especie, ya que permite obtener plantas
completas en un solo paso. Mas atn, considerando
que no hubo diferencia estadisticamente significativa
entre el medio M9 y el control, y dado el impacto que
pueden desencadenar los tratamientos con fitohormo-
nas, es de elecciéon el empleo del medio sin suplemen-
tos (medio basal MS).

A diferencia de lo reportado en este estudio, la res-
puesta organogénica o morfogénica se ha logrado
mediante el cultivo con diferentes reguladores de cre-
cimiento. En Zingiber officinale Rosc., con segmentos
de rizoma se obtuvieron muiltiples brotes empleando
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Ndmero de brotes por tratamiento
Bases de hoja
Tratamientos | Casos Media | Grupos Nimero de brotes en base de hoja
M16 12 0,58 X 10F b
M15 12 0,58 X :
o 8T b p
M11 12 0,83 X £ 1
M13 12 1,0 X 5 20 ab a a ]
o - 4
o ab a
M14 12 1,41 X g 4 - a a I 5
M10 12 1,75 XX 2 [ ] 1 F
2 = : . - T
M12 12 2,0 XX [ . - ]
M9 12 2,91 X U= L] B — 1
M10 M11 M12 M13 M14 M15 M16 M9 control
Control 11 3,18 X Tratamientos
TCL
Tratamientos | Casos Media | Grupos
Numero de brotes en TCL
M16 12 0,17 X
6 E |
M13 12 0,33 X _ | ]
M9 12 0,5 X w OF ]
% 4 Eoab ]
M11 12 0,58 XX 5 be ab ab ]
(0] L
M10 12 0,67 XX T 3F 7
= r a 4
(5} [ ]
M15 12 0,83 XX E 2 |
2 F ab a a
M14 12 0,92 XX 1F ¢ 7
M12 12 1,33 XX O;D -- ]
control 11 1,82 X M10 M11 M12 M13 M14 M15 M16 M9 control
Tratamientos

Figura 2. Prueba de Rangos Mdiltiples para la variable Nimero de brotes por tratamiento. Método: 95,0 % de diferencia minima

significativa de Fisher (LSD)

BAP (5,0 mg/L) y ANA (0,5 mg/L), los cuales fueron lue-
go elongados con BAP (3,0 mg/L) y ANA (0,5 mg/L)
(Sarhyagowri y Seran, 2011). En el caso Cdrcuma so-
loensis (Zhanga et al, 2011) fue necesario un trata-
miento combinado de BA (1,0 mg/L) y ANA (0,1 mg/L)
para lograr la iniciacién de los brotes (elongacion sin
formacién de brotes laterales).

Kou et al. (2013), en Cdrcuma attenuatta, solo logra-
ron la formacion de brotes y raices mediante el tra-
tamiento combinado de BA 2,0 mg/L, ANA 0,5 mg/L
y TDZ 0,3 mg/L en callos obtenidos a partir de an-
teras tratadas con 2,4 D 3,0 mg/L y KIN 0,5 mg/L.
En otros géneros de la familia Zingiberacea, también
se ha reportado la regeneracion indirecta empleando
diferentes concentraciones y combinaciones hormo-
nales. Por ejemplo, en Cornukaempferia aurantiflora,
Saensouk (2011) se obtuvo callos a partir de explan-
tes foliares mediante el tratamiento con 2,4 D a 2,0
mg/L, y se logré la regeneracion de plantas cultivan-

dolos en medio MS suplementado con 2,4 D a 0,1
mg/Ly BA a 5,0 mg/L.

Especificamente en Cdrcuma longa, se han emplea-
do bases de hoja como explante para la formacién
de callos granulares mediante tratamientos con BA
0,5 mg/L y ANA a 5,0 mg/L; BA 0,5 mg/L y Dicam-
ba (dcido 2-metoxi-3,6 diclorobenzoico) a 2,0 mg/L;
y BA 0,5 mg/L y Picloram (acido 4-amino-3,5,6-trichlo-
ropyridine-2-carboxilico) a 2,0 mg/L. Para la obtencién
de brotes a partir de estos callos, fue necesario el tra-
tamiento combinado con BA 5,0 mg/L y TIBA (acido
2,3,5 triiodobenzoico) a 0,1 mg/L o BA 5,0 mg/Ly 2,4
D a 0,1 mg/L, resaltando que con este dltimo trata-
miento no fue posible la organogénesis a partir de los
callos inducidos con ANA (Salvi et al.,, 2001).

En la induccién de brotes se encontré una respuesta
diferencial segun el explante, TCL y base de hoja. Aun-
que en ambos casos la mejor respuesta fue obtenida
con el tratamiento control y el medio conteniendo
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Nimero de raices por tratamiento
Bases de hoja
Tratamientos | Casos Media | Grupos Namero de raices en base de hoja
MT11 12 2,17 X r )
w 12F .
M16 12 2,33 X g | A o ]
M10 12 2,75 X P ) a a =]
P I a . o]
M12 12 2,92 X 5 L |
E F - 1
M14 12 3,58 X = I . ]
M13 12 5,42 XX ]
control 11 7,09 X E — 1 ]
M10 M11 M12 M13 M14 M15 M16 M9 control
M9 12 7,25 X ;
Tratamientos
TCL
Tratamientos Casos Media Grupos Numero de raices en TCL
M11 12 1,42 X 12F - 3
C [ a c ]
M10 12 1,67 X 10F ab ]
» [ a a ]
M16 12 1,92 X 8 8L 4]
S b 4
M9 12 2,08 X [ [ a a ]
-g 6 C ab ]
M15 12 2,17 X @ [ ]
5 4f .
M12 12 2,42 XX Z b 1
2 ]
M14 12 3,83 XX [ ]
ok n
M13 12 467 X M10 M11 M12 M13 M14 M15 M16 M9 control
control 11 4,91 X Tratamientos

Figura 3. Prueba de Rangos Muiltiples para la variable Niimero de raices por tratamiento. Método: 95,0 % de diferencia minima

significativa de Fisher (LSD)

Base de hoja

TCL

Figura 4. Respuesta morfogenica de las bases de hoja y TCL en medio exento de reguladores de crecimiento. TCL; thin cell layers.

ANA y BAP, llama la atencion que en TCL se requiera
una mayor concentracion de ambos reguladores (2,0
mg/L de cada uno) atiin manteniéndose la proporcién
entre ellos (1:1). Sin embargo, en este tejido siempre
se obtuvo una menor cantidad de brotes con respecto
a las bases de hoja, es probable que este comporta-

miento sea un reflejo de la concentracién hormonal
endogena y sensibilidad propias del tejido.

Las caracteristicas fisiologicas y morfologicas de las
TCL permiten suponer que la respuesta de este tejido
al tratamiento hormonal se presentaria a una menor
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concentracion, sin embargo, en los resultados obteni-
dos se evidencio lo contrario. No obstante, el mayor
numero de brotes se encontré en el medio basal, de-
jando abierta la posibilidad que se esté presentando
un detrimento en la respuesta por el tratamiento hor-
monal mismo, sin embargo con las condiciones eva-
luadas no es posible afirmar o refutar esta hipotesis.

Conclusiones

Mediante la evaluacion del efecto de reguladores de
crecimiento vegetal, en distintas concentraciones y
combinaciones, sobre segmentos de hojas, bases de
hoja y TCL fue posible inducir la formacion de callo
embriogénico y obtener plantas completas de Curcu-
ma longa via organogénesis.

Se encontré una respuesta diferencial de los tejidos
evaluados ante los distintos tratamientos con regula-
dores de crecimiento, muy probablemente como un
reflejo de las caracteristicas fisiologicas y metabdlicas
de los explantes. Con el medio conteniendo BAP 1,0
mg/Ly 2,4 D a 0,5 mg/L se logré la formacién de callo
embriogénico exclusivamente en TCL; a diferencia de
ello, con el medio conteniendo BAP 2,0 mg/Ly 2,4D a
1,0 mg/L fue posible inducir la formacion de callo con
caracteristicas embriogénicas de manera independien-
te del tipo de explante.

Se indujo simultaneamente la organogénesis caulinar
y radicular, con mejores resultados en vigor cuando
se usaron bases de hoja. En este tejido se obtuvo el
mayor nimero de brotes tanto cuando el medio fue
adicionado con 1,0 mg/L de ANA y BAP, como cuando
se mantiene exento de reguladores de crecimiento.
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