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VASO FERMENTADOR DE BAJO COSTO PARA LA
MICROPROPAGACION MASIVA DE JENGIBRE!

Alejandro Herndndez-Soto?, Andrés Gatica-Arias’, Silvana Alvarenga-Venutolo*

RESUMEN

Vaso fermentador de bajo costo para la micropro-
pagacion masiva de jengibre. La presente investigacion se
realiz6 en el Centro de Investigacion en Biotecnologia del Ins-
tituto Tecnoldgico de Costa Rica, durante el primer semestre
del 2003 y tuvo como objetivo desarrollar un vaso fermentador
de bajo costo para la micropropagacion masiva de jengibre.
El vaso fermentador propuesto en este trabajo tuvo un costo
aproximado de $4 USD, con capacidad de utilizar de 50 a 75
brotes como material de partida en 350 ml de medio de cultivo
liquido. Cada brote inicial gener¢ alrededor de 2,9+1.4 brotes,
con una altura de 3,1+0,1cm, un peso fresco de 1,2+0,5 g y un
peso seco de 0,24+0,27 por brote.

Palabras clave: Bioreactor, Zingiber officinale, medio
liquido, cultivo in vitro, hiperhidricidad.

INTRODUCCION

El jengibre (Zingiber officinale Roscoe) es una
planta herbacea perenne cultivada en la India, Africa,
Jamaica, Indonesia, Australia, China y Japén (Jiménez
y Murillo 2004). En Costa Rica, se cultiva en todo el
pafs, principalmente en la zona Huetar Norte y Atlanti-
ca. En el afio 2005 se export6 un total 861,97 toneladas
métricas con un valor de 737 840 US$ (CNP 2007).

ABSTRACT

Low cost glass fermentor design for mass micropro-
pagation of ginger. We developed a low cost glass fermen-
ting devise for massive micro-propagation of ginger in the
Biotechnology Research Center of Instituto Tecnologico de
Costa Rica, during the first semester of 2003. The fermen-
ting devise is an efficient, low cost system (approximated
$4 USD), that uses 350 ml of liquid media, and it is able to
propagate between 50 to 75 explants, each one producing
2,9+1.4 buds, with an average height of 3.1+0.1cm, fresh
weight of 1.2 +0.5g and dry weight of 0.24 + 0.27g.

Keywords: Bioreactor, Zingiber officinale, liquid me-
dium, in vitro culture, hyperhydricity.

El jengibre se utiliza para dar sabor a los alimen-
tos y como ingrediente importante en reposteria, en la
elaboracion de bebidas gaseosas y en la perfumeria
(Ross 2001). En la medicina tradicional se emplea el
rizoma (fresco, seco, en polvo, en tintura, en jarabe, en
infusién) preparado como ténico estomacal, contra la
artritis, el reumatismo, intoxicaciones, asma, bronqui-
tis, catarro, fiebre, tos, gripe, inflamacién de la gargan-
ta, amigdalitis y pulmonia (Rodriguez 2000). Desde el
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punto de vista nutricional, la ingesta de jengibre aporta
buenas cantidades de hierro, calcio, fésforo y las vita-
minas riboflavina y niacina (Jiménez y Murillo 2004).

La principal forma de propagacién del jengibre
es por rizomas (Sharma y Singh 1995). Este método
tradicional de propagacién implica que gran parte de
la cosecha debe almacenarse para ser utilizada como
semilla en la siguiente siembra, y presenta diversos
problemas. Entre los problemas asociados estdn: baja
tasa de multiplicacién (10-15 brotes laterales por ri-
zoma después de seis meses), mezcla de variedades,
asi como diseminacién de enfermedades y plagas de
una cosecha a otra. Este dltimo, inclusive durante el
almacenamiento de la semilla (Sharma y Singh 1995,
Sharma y Singh 1997, Shirgurkar et al. 2001).

La problemdtica descrita anteriormente plantea
la necesidad de recurrir a técnicas de propagacion
no convencionales que permitan obtener plantas y
rizomas libres de enfermedades con altas tasas de
multiplicacién (Sharma y Singh 1995, Sharma y Singh
1997). La propagacién clonal in vitro de jengibre ha
sido descrita por varios investigadores (Hosoki y Sa-
gawa 1977, Bhagyalaskshmi y Singh 1988, Babu et
al. 1991 citados por Sharma y Singh 1995, Malamug
et al. 1991 citados por Sharma y Singh 1995, Kackar
et al. 1993 citados por Sharma y Singh 1995, Sharma
y Singh 1997). A pesar de que el cultivo de tejidos
tradicional ofrece solucion a los problemas anterior-
mente mencionados, su costo es elevado por la alta
cantidad de mano de obra que requiere y a su escasa
automatizacion (Preil 1991), aspectos que limitan su
transferencia al pequefio productor.

En los ultimos afios se han planteado nuevas
estrategias para el desarrollo de métodos innovadores
de propagacion que permitan superar las limitaciones
inherentes a la micropropagacién. En muchos paises
se realizan esfuerzos para la aplicacion de tecnologias
que incrementen el volumen de vitroplantas, disminuir
el costo y aumentar la eficiencia. Entre ellas se encuen-
tran los bioreactores, jarras fermentadoras, sistemas
de inmersion temporal y erlenmeyer en agitacion y
reposo (Etienne y Berthouly 2002).

Los vasos fermentadores se definen como siste-

mas de cultivo con un flujo de aire inyectado al siste-
ma y un volumen aproximado de 10 litros de medio
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liquido (Akita y Takayama 1994). El medio liquido
en vaso fermentador posee ventajas con respecto a la
micropropagacion en medio semisélido, como son: no
requiere de grandes volimenes de medio de cultivo, se
produce mayor cantidad de pldntulas, no requiere sub-
cultivos frecuentes, ni de gran cantidad de recipientes
de cultivo, la aireacion estimula la tasa de crecimiento
celular y, por lo tanto la biomasa aumenta a menor
costo debido, entre otros factores, a que no se necesita
gelificantes (Jiménez et al. 1999, Etienne y Berthouly
2002, ZIV 2005).

Se ha documentado la propagacion masiva de
vitroplantas de papa (Solanun tuberosum) (Alvarenga
2001), azuzena (Lillium spp), gladiola (Gladiolus gran-
diflorum), fresa (Fragaria ananasa), clavel (Dianthus
caryophyllus), y pifia (Ananas comosus) (Ziv 2000);
asf como la produccioén in vitro de microtubérculos de
papa empleando vasos o jarras fermentadoras (Akita
y Takayama 1994). Sin embargo, a la fecha, no se ha
reportado el uso de vasos fermentadores para la pro-
pagacion masiva del jengibre. Por lo tanto, la presente
investigacién tuvo como objetivo disefiar y evaluar un
vaso fermentador de bajo costo para la micropropaga-
cién a gran escala de jengibre (Z. officinale Roscoe).
La implementacion del mismo permitiria obtener
pldntulas élite a bajo costo y libres de contaminantes
(bacterias y hongos) lo que aseguraria la alta calidad
de material accesible al pequefio agricultor. Dentro de
las limitaciones de la investigacion estdn la necesidad
de evaluar la respuesta del material en invernadero o
campo debido a razones econémicas y de tiempo.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y condiciones de crecimiento

El presente trabajo se realizé durante el primer
semestre del 2003 en el Centro de Investigacion en
Biotecnologia (CIB) del Instituto Tecnoldgico de
Costa Rica, Cartago. Se utilizaron plantas in vitro de
jengibre (Zingiber officinale Roscoe), las cuales fue-
ron donadas por el Laboratorio de Biotecnologia del
Instituto Tecnoldgico de Costa Rica, Sede de San Car-
los, Costa Rica. Los brotes de las plantas in vitro de
3 a 5 cm de longitud se cultivaron cada cinco semanas
en el medio de cultivo de multiplicacion descrito por
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Matarrita (1989), el cual consiste de las sales minera-
les del medio de cultivo Murashige y Skoog (1962)
complementadas con 3 mg/l de bencilaminopurina
(BAP), 1 mg/l de dcido naftalenacético (ANA), 30 g/l
de sacarosa y 1,8 g/l Phytagel; el pH se ajusté a 5,7
antes de autoclavar el medio de cultivo por 21 minutos
a 115 1b/ pulg®de presién y a 121° C. El medio de cul-
tivo se modificé con 100 mg/l de caseina hidrolizada.
Se cultivaron dos brotes por frasco Gerber con 20 ml
de medio de cultivo. Los mismos se colocaron en el
cuarto de crecimiento a una temperatura de 24+2° C
con un fotoperiodo de 16 horas luz.

Diseno de los vasos fermentadores

Se disefiaron cuatro modelos de vasos fermenta-
dores con base en un recipiente de vidrio de cuatro li-
tros de capacidad y todos ellos con dos filtros millipore
de 0,2 ym en la parte superior, uno para la entrada de
aire y otro para la salida de gases. Para la provision de
aire y la oxigenacion del medio de cultivo se utilizé
un motor eléctrico funcionando permanentemente. La
variacion entre los modelos utilizados consistié en el
tipo de aglomerante empleado: sin soporte (modelo
simple), rejilla de polipropileno (modelo rejilla), espu-
ma de algodén (modelo espuma) y piedras de material
inerte de 1 cm de largo y 3 mm de ancho (modelo
piedras inertes).

En cada vaso fermentador se cultivaron 50 brotes
de jengibre con 400 ml de medio de multiplicacién en
estado liquido. Como testigo se cultivaron 50 brotes
de jengibre en frascos Gerber con 20 ml de medio de
multiplicacidon en estado semisdlido.

Analisis estadistico

Transcurridas cinco semanas de cultivo, en cada
uno de los tratamientos se determind el nimero de
brotes, tamariio, el peso fresco y seco de las pldntulas
regeneradas in vitro. Los datos se analizaron mediante
ANOVA y las diferencias entre las medias de los tra-
tamientos se contrastaron mediante la prueba Tukey
HSD (P < 0,05). Para el andlisis se utilizé el programa
estadistico Statistix 1.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

A la quinta semana de cultivo, los brotes de jengi-
bre cultivados en el medio de multiplicacién en estado
semisdlido y en el modelo de piedras inertes, regene-
raron y formaron una vitroplanta con alrededor de tres
a cuatro nuevos brotes (Figura 1A). Inicialmente las
vitroplantas mostraron clorosis, por lo que se decidid
afiadir al medio de cultivo caseina hidrolizada como una
fuente adicional de nitrégeno.

El medio de cultivo liquido ofrece una serie de
ventajas en comparacién con la micropropagacion en
medio semisdlido. Sin embargo, una de las limitantes
es la hiperhidricidad. En este fendmeno, se presenta
un desarrollo anormal de las plantas, que conlleva a un
pobre desarrollo, caracterizado por plantas fragiles de
apariencia vidriosa, con hojas suculentas y un escaso
sistema apical y radical. Ademds, las hojas se caracteri-
zan por poseer un mesoéfilo desorganizado, un parénqui-
ma esponjoso con grandes espacios intercelulares, teji-
do vascular deforme, epidermis anormal que carece de
cuticula funcional y células guardas que no responden
a los estimulos luminosos (Debergh 1992, Ziv 2000).
Inicialmente se utilizé un vaso fermentador con medio
liquido, una entrada de aire estéril y sin soporte, lo que
resultd en la muerte total de los explantes debido a la
hiperhidricidad.

Debido a lo anterior, se decidié utilizar distintos
soportes: un modelo simple sin soporte, un soporte de
rejilla y uno de espuma, al cabo de cinco semanas, en
todos se obtuvieron vitroplantas traslicidas y clordti-
cas, con pocos o ningun brote, de baja altura y peso seco
disminuido o menor en comparacién con el control,
(Figura 1B, Figura 1C y Figura D, Cuadro 1). El poco
crecimiento y la clorosis de los brotes de jengibre obser-
vado en estos tres primeros modelos, se puede atribuir
a la hiperhidricidad, debido al constante contacto del
explante con el medio de liquido, a la falta de oxigeno
(Teissson y Alvard 1994) o bien a la escasa luminosidad
debida a la obstruccion de la luz por la tapa del recipien-
te. Los resultados obtenidos concuerdan con los repor-
tados por Alvarenga (2001) en papa, quien atribuye el
pobre desarrollo de las vitroplantas a la falta de oxigeno
en el medio de cultivo. Los soportes utilizados, como
espuma y una rejilla de polipropileno, no disminuyeron
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Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas de los explantes de jengibre (Zingiber officinale
Roscoe) cultivados en: A. Medio de multiplicacion en estado semisdlido. B. Mo-
delo simple. C. Modelo de la rejilla. D. Modelo de la espuma. E. Modelo de las
piedras inertes. Cartago, Costa Rica. 2003.

Cuadro 1. Numero y altura de brotes desarrollados en los
modelos de vaso fermentador utilizados en la
multiplicacién de jengibre (Zingiber officinale
Roscoe). Cartago, Costa Rica. 2003.

Tratamiento Numero de  Altura de los
brotes brotes (cm)
Control 3,1+1,3 a 3,2+0,8 a
Modelo simple 1,8¢1,0 b 20+09 b
Modelo rejilla 0,0£0,0 ¢ 0,0£0,0 ¢
Modelo espuma 0,0£0,0 ¢ 0,000 ¢
Modelo piedras inertes 29+14 a 3,10,1 a

Datos seguidos por la misma letra no son estadisticamente dife-
rentes para la prueba de Tukey (P<0,05).

la hiperhidricidad y por lo tanto se consideran modelos
inapropiados para la produccion in vitro de jengibre.

Por ltimo, se implementé un modelo con un so-
porte de piedras inertes, el cual permitié el crecimiento
vigoroso y formacion de brotes y raices de los explantes
(Figura 1E). El nimero de brotes y altura de los explan-
tes es similar al del control (Cuadro 1), mientras que el
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peso seco fue significativamente mayor en comparacion
con el control (Cuadro 2).

Cuadro 2. Peso fresco y seco de los brotes desarrollados en
los modelos de vaso fermentador utilizados en la
multiplicacién de jengibre (Zingiber officinale
Roscoe). Cartago, Costa Rica. 2003.

Tratamiento Peso fresco (g)  Peso seco (g)
Control 1,4+0,5 a 0,16+0,15 b
Modelo simple 0,8+04 b 0,07+0,02 ¢
Modelo rejilla 0,3+0,2 ¢ 0,03+0,02 ¢
Modelo espuma 0,3+0,1 ¢ 0,01+0,01 d
Modelo piedras inertes 1,2+¢0,5 a 0,24+0,27 a

Datos seguidos por la misma letra no son estadisticamente dife-
rentes para la prueba de Tukey (P<0,05).

El modelo de piedras inertes para la micropropaga-
cion de jengibre permitié que los explantes no estén en
constante contacto con el medio de cultivo en estado 1i-
quido por lo que se disminuyen los problemas asociados
con la hiperhidricidad. El mayor peso seco con respecto
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alos explantes cultivados en medio de multiplicacion en
estado semisolido, se puede atribuir a una mejor conver-
sion de los nutrientes en componentes estructurales de
la planta, debido a un mayor intercambio gaseoso y mds
facilidad de absorcion de los nutrientes y reguladores de
crecimiento del medio liquido (Ziv 2005).

En comparacién con los explantes propagados en
medio semisdlido, el modelo de piedras inertes presentd
ciertas ventajas: se puede cultivar un mayor nimero de
explantes con una menor cantidad de medio liquido (de
50 a 75 explantes por 350 ml de medio), se disminuyd
el costo debido a la ausencia de gelificante y a la reduc-
cién de mano de obra. Ademads, los explantes tuvieron
la posibilidad de alcanzar una mayor altura debido al
mayor tamafio e intercambio gaseoso del recipiente
del vaso fermentador en comparacién con los envases
convencionales de menor tamafio.

CONCLUSIONES

En la presente investigacion se desarroll6 una me-
todologia para la micropropagacién a gran escala de Z.
officinale, Roscoe en un vaso fermentador de bajo cos-
to. Cada vaso fermentador tuvo un costo aproximado de
4 $USD. Esto se puede comparar con otros sistemas de
produccién a gran escala, como los sistemas de inmer-
sién temporal, que tienen un valor aproximado de 32
$USD cada uno. Asimismo, el equipo necesario para la
instalacién de un sistema de inmersion temporal tiene
un valor aproximado de 65 $USD, mds el costo del
compresor de aire y la instalacién eléctrica. Mientras
que para el funcionamiento del vaso fermentador dise-
flado en la presente investigacion, sélo se requiere un
motor eléctrico, con un valor de 6 $USD vy es titil para
al menos cuatro vasos fermentadores. Lo atractivo del
sistema que se propone, para la propagacion masiva de
jengibre, radica en la disminucién de costos.
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