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Propagacion in vitro de los cultivares de Etlingera
hemisphaerica ‘Red Tulip’ y ‘Black Tulip’

Etlingera hemisphaerica cultivars ‘Red Tulip’ and ‘Black
Tulip’ in vitro propagation
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Agronomia. Universidad Centroccidental "Lisandro Alvarado". Apar-
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Resumen

La propagacién in vitro de Etlingera hemisphaerica ‘Red Tulip’ y ‘Black
Tulip’ fue realizada en dos etapas: 1) Establecimiento, donde apices caulinares
de yemas terminales y laterales fueron cultivados en el medio de Murashige y
Skoog, complementado con 0,5 mg.Li'' de Benziladenina (BA) en tres estados
fisicos: liquido con soporte, liquido sin soporte y semisoélido. El mayor desarro-
1lo de los explantes se registrd en los medios semisélido y liquido con soporte. 2)
Multiplicacién y Enraizamiento, donde se evaluaron tres citocininas: cinetina,
2-isopenteniladenina y benciladenina (0; 0,5; 1,0; 2,0 y 2,56 mg.L'), y en el pri-
mer subcultivo, la BA (0,5; 1,0; 2,0; 2,56 y 5,0 mg.L!). Con 2 mg.L! BA se regis-
tré el mayor nimero de brotes/explante en los dos cultivares.

Palabras clave: Micropropagacién, medios de cultivo, bastén del emperador
enano.

Abstract

The Etlingera hemisphaerica ‘Red Tulip’ y ‘Black Tulip’ in vitro
propagation was accomplished in two phases: 1) Establishment, where apexes
of terminal and lateral buds were cultured in the Murashige and Skoog medium,
complemented with 0,5 mg.L!' of Benziladenine (BA) in three physical stages:
liquid with support, liquid without support and semisolid. The best explants
development was registered in the semisolid and liquid with support. 2)
Multiplication and rooting, in where three citocinines were evaluated: kinetin,
2 isopenteniladenine and Benciladenine (0; 0,5; 1,0; 2,0 y 2,5 mg.L.!), and in the
first subculture, the BA (0,5; 1,0; 2,0; 2,5 y 5,0 mg.Li'*). With 2 mg.Li'! BA was
reached the best number of shoots/explants in both studied cultivars.
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Introduccién

Etlingera hemisphaerica es una
especie ornamental tropical, pertene-
ciente a la familia Zingiberaceae. Se
caracteriza por ser una planta herba-
cea y perenne, cuya altura varia en-
tre 2 y 4 m. El tallo floral se desarro-
lla directamente del rizoma en forma
erecta, alcanzando 1 m o mas de altu-
ra, aunque en los cultivares ‘Red
Tulip’ y ‘Black Tulip’ puede ser de
menor tamano. Este tallo termina en
una inflorescencia globosa, cuyas
bracteas presentan colores que van
desde rojo vivo hasta rosado (2). Su
uso horticola principalmente es con
fines paisajisticos y como flor de cor-
te, debido a la vistosidad de las
inflorescencias y colores llamativos
que le dan apariencia de antorcha, por
lo que se considera una flor de exqui-
sita belleza, muy atractiva para el
mercado nacional e internacional (2
y 3). Por ser una especie tropical, Ve-
nezuela presenta condiciones
agroclimaticas adecuadas para su
cultivo. No obstante, ha sido poco ex-
plotada, aunque en los Ultimos afos
el interés por dicha especie se ha
incrementado y el area cultivada ha
venido en aumento sostenido (3).

Las plantas de Etlingera pueden
ser propagadas sexualmente, aunque
sus semillas son de corta viabilidad y

tardan dos meses y medio en germi-
nar, y asexualmente, utilizando sec-
ciones de rizoma de 8 a 13 cm de lon-
gitud, los cuales requieren una etapa
de vivero. Esta ultima forma es la em-
pleada comercialmente, a pesar de ser
un proceso mas lento, requerir mayor
inversién y existir la posibilidad de
trasmitir a la descendencia insectos
y patégenos presentes en el material
parental. Sin embargo, tiene la ven-
taja de que las plantas producen flo-
res en el mismo afno de su plantacién,
en contraste con las de semilla que
tardan de 2 a 2,5 anos (2).

La técnica de cultivo in vitro ha
permitido la multiplicacién masiva y
la obtencién de plantas sanas y esta-
bles genéticamente; ademas, ha resul-
tado un método exitoso para la pro-
pagaciéon masiva de especies pertene-
cientes a la familia Zingiberaceae (4).
Sin embargo, en el caso especifico de
Etlingera, no hay antecedentes pre-
vios de su cultivo mediante dicha téc-
nica. Por lo tanto, el propédsito de esta
investigaciéon fue evaluar el origen de
los explantes, condiciones fisicas de
los medios de cultivo y el efecto de re-
guladores de crecimiento sobre la pro-
pagacion in vitro de dos cultivares de
Etlingera hemisphaerica.

Materiales y métodos

La presente investigacion se lle-
v6 a cabo en la Unidad de
Biotecnologia del Posgrado de Horti-
cultura de la  Universidad
Centroccidental Lisandro Alvarado,
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utilizando como material vegetal dos
cultivares de Etlingera
hemisphaerica: ‘Red Tulip’ y ‘Black
Tulip’. Para la propagacion in vitro de
ambos cultivares se emplearon dos
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etapas: a) Establecimiento del culti-
vo con el propésito de regenerar bro-
tes libres de contaminantes visibles y
b) Multiplicacién y enraizamiento de
los brotes obtenidos en la etapa de es-
tablecimiento, considerando que otras
especies de la familia Zingiberaceae
han tenido la capacidad de multipli-
carse y al mismo tiempo formar rai-
ces en el mismo medio (4).
Establecimiento del cultivo.
Secciones de rizomas provenientes de
plantas cultivadas a plena exposicién
solar, fueron lavados y sometidos al
siguiente protocolo de desinfeccién: 10
minutos de inmersién en una solucién
jabonosa (Betadine®) al 10%, 15 mi-
nutos en funguicida (Benlate® 4 g.L?)
y finalmente 15 minutos en
hipoclorito de sodio (i.a. 5,25%) al
10%. Entre cada paso, el material se
enjuagd tres veces con agua destila-
da, y los tres ultimos, se realizaron
en la camara de flujo laminar con
agua desmineralizada y estéril. El
explante consisti6 de Aapices
caulinares (2 a 3 mm de longitud),
evaluando dos fuentes de origen: ye-
mas terminales y yemas axilares pre-
sentes en los rizomas. El medio nu-
tritivo estuvo constituido por las sa-
les de Murashige y Skoog (MS) (5), su-
plementadas con tiamina (0,1 mg.L-
Y, 4acido nicotinico (0,5 mg.L?),
piridoxina (0,5 mg.L:?), inositol 100
mg.L'!, sacarosa 30 gL'y
benziladenina (BA) 0,5 mg.L! y fue
dispensado en tubos de ensayo (20 ml/
tubo). Se probaron tres estados fisi-
cos del medio: liquido con soporte de
papel de filtro (Puente Heller), liqui-
do sin soporte (sumergido) y
semisdlido, adicionando 7 g.Li! de
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agar. Los explantes crecieron duran-
te cuatro semanas bajo intensidad lu-
minosa de 13,51 mmol.m?2s?,
fotoperiodo de 16 horas luz y 24 + 2°C
de temperatura.

Para evaluar los tratamientos se
utiliz6 un disefio completamente al
azar con un arreglo factorial de 2x3
(dos fuentes de explante y tres esta-
dos fisicos del medio), 10 repeticiones
por tratamiento y un explante por
tubo como unidad experimental. A las
cuatro semanas de cultivo, las varia-
bles evaluadas fueron: longitud y dia-
metro del explante; asi mismo, el na-
mero de explantes vivos y nimero de
explantes contaminados, con el fin de
hacer o no ajustes en el protocolo de
desinfeccién.

Multiplicacion y
Enraizamiento de los brotes. Los
explantes que respondieron adecua-
damente en la etapa de establecimien-
to se transfirieron al medio de MS con
2 mg.L* BA para inducir la formacién
brotes. A los dos meses de cultivo, los
brotes formados fueron retirados del
medio de cultivo y se les eliminé el fo-
llaje y las raices, dejando sélo la base
del pseudotallo (1,5 a 2 cm), el cual
fue utilizado como explante para la
multiplicacién (4). Con el objetivo de
incrementar el nimero de brotes por
explante cultivado y lograr el
enraizamiento de los mismos, se rea-
lizaron dos ensayos: En el primero se
probaron tres citocininas:
Benziladenina (BA), Cinetina (K) y 2-
isopenteniladenina (2ip) en cuatro
concentraciones (0,5; 1,0; 2,0 y 2,5
mg.LiY), y en el segundo, el efecto de
cinco concentraciones de BA (0,5; 1,0;
2,0; 2,5 y 5,0 mg.L.'Y). El medio de cul-
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tivo utilizado fue similar al descrito
en la etapa de establecimiento,
solidificando con 7 g.I.' de agar. Los
explantes se colocaron en frascos de
120 ml de capacidad con 20 ml de
medio y crecieron durante ocho sema-
nas bajo intensidad luminosa de 67,57
mmol.m?.s?, fotoperiodo de 16 horas
luz y 24 + 2°C de temperatura.

En ambos experimentos se usé
un disefio completamente al azar. El
primero, con arreglo factorial de tra-
tamiento 3x4 (tres citocininas en cua-
tro concentraciones) mas un control

Unico, libre de citocininas, para un to-
tal de 13 tratamientos y 16 repeticio-
nes por tratamiento. El segundo, con
cinco tratamientos y 16 repeticiones
por tratamiento, cultivando en ambos
ensayos, cuatro explantes por frasco
como unidad experimental. A las ocho
semanas, las variables evaluadas fue-
ron: numero de brotes/explante; nu-
mero de hojas/brote; longitud de bro-
tes y longitud maxima de raices. Los
datos obtenidos se procesaron
estadisticamente mediante el progra-
ma Cohort 2 (1990).

Resultados y discusion

Establecimiento del cultivo:
En ambos cultivares los éapices
caulinares provenientes de yemas ter-
minales fueron superiores a los extrai-
dos de yemas laterales sélo en la longi-
tud de los explantes, cuyos promedios
variaron de 0,6 a 1,17 y 0,54 a 0,86 cm
para ‘Red Tulip’ y ‘Black Tulip’, respec-
tivamente; mientras que en el diame-
tro se observd una respuesta similar,
al alcanzar valores entre 0,4 y 0,67 cm
para ‘Red Tulip’ y entre 0,23 y 0,25 cm
para ‘Black Tulip’, independientemen-
te de la procedencia del explante. Esto
posiblemente se debid a que las yemas
terminales constituyen el principal si-
tio de sintesis de auxinas, tal como lo
senalado en la multiplicacién in vitro
de papa, en donde se obtuvo mayor res-
puesta al utilizar esquejes caulinares
apicales en relacion a las yemas del
primer, segundo y tercer nudo, susten-
tado por las diferencias hormonales
existentes entre las yemas ubicadas a
diferentes distancias del apice (6).
En ambos cultivares, los medios
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semisélido y liquido con soporte
(Puente Heller), fueron
estadisticamente superiores, ya que
en ambos los explantes alcanzaron la
mayor longitud (1,17 y 1,03 cm para
‘Red Tulip’ y 0,86 y 0,64 cm para
‘Black Tulip’, respectivamente) y dia-
metro (0,67 y 0,65 cm para ‘Red Tulip’
y 0,25 y 0,25 cm para ‘Black Tulip’,
respectivamente), especialmente en
los extraidos de yemas apicales. Por
el contrario, en el medio liquido sin
soporte (sumergido), se registraron los
menores valores de longitud (0,53 a
0,6 cm para ‘Red Tulip’ y 0,3 a 0,59
cm para ‘Black Tulip’) y de diametro
(0,40 a 0,47 cm para ‘Red Tulip’y 0,20
a 0,23 cm para ‘Black Tulip’), corres-
pondiendo estos promedios a
explantes extraidos de yemas latera-
les y terminales, respectivamente. El
porcentaje de explantes vivos estuvo
comprendido entre 67 y 100% en ‘Red
Tulip’ y entre 70 y 100% en ‘Black
Tulip’. Estos resultados se asemejan
a los obtenidos en Cattleya
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lueddemaniana cultivada sobre puen-
tes de papel de filtro (Puente Heller),
al lograr entre 60 y 80% de
sobrevivencia (7). El porcentaje de
contaminacién no super6 el 25% en
ambos cultivares, por lo que no se re-
quirié hacer ajustes en el protocolo de
desinfeccion utilizado.
Multiplicacion y
enraizamiento: En el primer expe-
rimento el empleo de las tres
citocininas permitié un adecuado cre-
cimiento y desarrollo de brotes y rai-
ces en los dos cultivares. Sin embar-
go, la BA fue la citocinina que esti-
mulé significativamente (P<0,001) el
mayor nimero de brotes/explante en
las concentraciones de 1 y 2 mg.L!
para ‘Red Tulip’ y de 2 y 2,5 mg.L*
para ‘Black Tulip’ (cuadro 1). Con es-
tas concentraciones, las respuestas
obtenidas en el resto de las variables
fueron ligeramente inferiores a la de
los otros tratamientos. Sin embargo,
sus valores permitieron un adecuado
manejo de las vitroplantas al momen-
to de la aclimatizaciéon. Esto se debe
a que incrementos en los niveles de
citocininas pueden mejorar la tasa de

multiplicacién, pero al mismo tiempo
afectar el tamario y calidad del brote
(1y6).

En el segundo experimento se
encontrd que para ‘Red Tulip’ la con-
centraciéon de 2 mg.LL'! de BA fue
estadisticamente superior (P<0,001)
en las variables nimero de brotes/
explante (3,69), longitud de brotes
(11,54 cm) y longitud maxima de rai-
ces (8,61 cm); mientras que en ‘Black
Tulip’ esta misma concentracion fue
significativa (P<0,05) para las varia-
bles numero de brotes/explante (3,00),
longitud de brotes (7,93 ¢m), nimero
de hojas (2,81) y longitud maxima de
raices (8,84 cm) (cuadro 2). Estos re-
sultados se asemejan, en cuanto al
numero de brotes, a los encontrados
en la Zingiberaceae Alpinia
purpurata ‘Jungle King’, donde se
obtuvo un promedio de 4 brotes/
explante con las concentraciones de 1
y 2 mg.L* BA. Sin embargo, difieren
en el resto de las variables, ya que los
valores de longitud de brotes (5,13
cm), numero de hojas (4,6) y longitud
maxima de raices (3,40 cm) en esta
especie, fueron inferiores (4).
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Conclusiones

En la propagacién in vitro de
Etlingera hemisphaerica ‘Red Tulip’
y ‘Black Tulip’ sélo fueron necesarias
dos etapas: el establecimiento del cul-
tivo y la multiplicacién y
enraizamiento de los explantes, ya
que en esta ultima ocurrié al mismo
tiempo, el incremento de los brotes y
la rizogénesis.

El establecimiento in vitro se lo-
gré cultivando apices caulinares ex-

traidos tanto de yemas terminales
como laterales presentes en los
rizomas, los cuales tuvieron mejor
desarrollo en los medios liquido con
soporte (Puente Heller) y semisélido.

La benciladenina (2 mg.Lt) fue
la citocinina que produjo los mejores
resultados en la multiplicacién y de-
sarrollo de los brotes en los dos
cultivares propagados.
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