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Resumen

El cultivo de tejidos vegetales comprende un con-
junto técnicas ampliamente usadas para propaga-
cion vegetal in vitro; sin embargo, una desventaja
es el alto costo de componentes utilizados para el
medio de cultivo, entre éstos, el agar (solidifican-
te mas utilizado), pues la demanda ha elevado su
precio. En este articulo se recopilan algunas in-
vestigaciones sobre sustancias que se han utiliza-
do como agentes solidificantes alternativos, entre
los que se resaltan los almidones (nativos o modi-
ficados) y algunas gomas de plantas y exudados
bacterianos, que han sido empleados en procesos
de organogénesis, embriogénesis y proliferaciéon
vegetativa. Los almidones y las gomas reportadas
presentaron resultados favorables en el cultivo in
vitro de algunas especies vegetales. Se concluye
que tanto las gomas como los almidones pueden
ser potenciales sustitutos, parciales o totales del
agar y logran una disminucion de los costos con
los almidones, y su posibilidad de modificarse qui-
micamente para mejorar su capacidad gelificante.

Palabras clave: agar, agente gelificante, almidon,
gomas, micropropagacion

Abstract

The cultivation of plant fibers is achieved through
the implementation of a group of techniques widely
used for the propagation of plants in vitro. However,
one disadvantage of these techniques is the high
cost of components used for the crop’s medium,
among these, the agar (primary gelling agent), has
seen a price increase due to high demand. This ar-
ticle consults several studies regarding substances
that have been utilized as alternative gelling agents,
among which highlight starches (native or modified)
and several plant gums and bacterial excretions
that have been used in processes of organogene-
sis, embryogenesis and vegetative proliferation.
The starches and gums studied showed favorable
results in the in vitro cultivation of some plant spe-
cies. The study demonstrates that both gums and
starches may be potential substitutes (either partial
or total) for agar, achieve a decrease in costs asso-
ciated with starches, and have an ability to be che-
mically modified to improve gelling capacity.

Key words: agar, gelling agent, starch, gums, mi-
cro-propagation
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Introduccion

Las técnicas de cultivo de tejidos tienen muchas
aplicaciones practicas y comerciales, principal-
mente en los sectores hortofruticola, biotecnolégi-
co, de produccién de especies libres de patdogenos
y agricola, y constituyen una alternativa interesan-
te a los métodos tradicionales de propagacion, ya
que permiten obtener una gran cantidad de mate-
rial vegetal en un corto periodo de tiempo (Fasolo
& Predieri, 1988).

A pesar de que las metodologias de cultivo de
tejidos vegetales tienen més de cinco décadas
desde que fueron desarrolladas, sus beneficios
aun no llegan a los agricultores, especialmente
a los paises mas necesitados, lugares donde la
mayor parte de la poblacién tiene déficit nutri-
cional por lo que se requiere la optimizacién de
la produccidn agricola para mejorar la alimenta-
cién y los ingresos del nucleo familiar. El princi-
pal problema es la complejidad que presentan
algunas de estas tecnologias y el alto costo de
su implementacién. mayoritariamente ocasio-
nado por el alto precio del agente gelificante,
comunmente agar. Al parecer, la causa del alto
precio de este ultimo insumo es su sobrexplo-
tacion, consecuencia de una alta demanda, la
cual ha hecho que sea cada vez mas dificil su
obtencién, elevando asi los precios (Romay et
al., 2006 y Mohamed et al., 2010).

Durante los ultimos 30 afios se han efectuado es-
fuerzos para buscar sustitutos adecuados para el
agar; en consecuencia, un gran numero de sus-
tancias han sido probadas por su capacidad de
gelificacion (Ozel et al., 2008).

Debido a sus propiedades funcionales se ha reporta-
do el uso de almidones y gomas como agentes geli-
ficantes, polimeros naturales como almidones y go-
mas, que sintetizan las plantas y algunas bacterias.
Los almidones estan formados por 2 polimeros: la
amilosa, compuesta de cadenas lineales de monoé-
meros de D-glucosa unidos por enlaces glicosidicos
al-4, y la amilopectina, compuesta de cadenas con
ramificaciones cada 7 o 10 unidades de D-glucosa. La
amilopectina posee también enlaces glicosidicos a1-4
en las cadenas lineales y las ramificaciones se unen
mediante enlaces o1-6 (Salinas et al., 2003).

En términos generales, los almidones nativos se uti-
lizan ampliamente en la industria alimentaria, ya que
son sustancias inocuas capaces de regular y estabi-
lizar la textura de los alimentos y por sus propieda-
des espesantes y gelificantes. Algunas dispersiones
de almidon nativo, como aquellas obtenidas a partir
de raices y tubérculos, producen una textura gomo-
sa y cohesiva en aquellos alimentos donde se utili-
zan como agentes espesantes (Pacheco de Delaha-
ye & Techeira, 2009). Todos los almidones tienen los
mismos constituyentes (Tabla 1), aunque difieren en
el porcentaje de cada uno de ellos, dependiendo de
la planta de la cual son extraidos (Daud et al., 2011),
por lo cual tienen distintas propiedades funcionales
(Hernandez et al., 2008).

Por otra parte, las gomas, coloides hidrofilicos (o
hidrocoloides), mucilagos, o aun polisacaridos so-
lubles en agua, son algunas denominaciones da-
das a las sustancias que tienen la capacidad de
formar con agua geles o soluciones viscosas, esto
es, que tienen la funcién de agentes espesantes o
gelificantes, estabilizantes de emulsiones (Bobbio
y Bobbio, 1992; Dziezak, 1991).
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Tabla 1. Composicién quimica de algunos almidones de distintas fuentes.

Componentes (%) Makal Camote Yuca Sagu Maiz Papa
Humedad (8,99) (9,83) (9,48) (10,5) (9,9 (19)
Proteina cruda 0,16 0,22 0,06 0,64 0,10 0,06
Grasa cruda 0,19 0,31 0,20 0,36 0,35 0,05
Fibra cruda 0,35 0,28 1,01 0,06 0,62 NR
Cenizas 0,12 0,26 0,29 0,22 0,06 0,40
ELN 99,28 98,93 98,44 98,72 98,93 99,49
Amilosa 23,6 19,6 17,0 22,7 28,3 21,0
Amilopectina 76,4 80,4 83,0 773 71,7 79,0

Fuente: Hernandez et al, 2008

Las gomas pueden ser definidas en términos
practicos como moléculas de alto peso molecular
con caracteristicas hidrofilicas o hidrofobicas que,
usualmente, tienen propiedades coloidales, con
capacidad de producir geles al combinarse con el
solvente apropiado. Las gomas naturales son po-
lisacaridos altamente hidrofilicos, compuestos de
monosacaridos que se unen por enlaces glucosi-
dicos. Se extraen de varios arboles (como exuda-
dos) y arbustos o ficocoloides (algas), y se diferen-
cian de las resinas naturales por su composicion
(tabla 2) y solubilidad. Algunas contienen compo-
nentes acidos y otras son neutras (Pasquel, 2001).
Desde hace varios afos, se han utilizados gomas,
distintas al agar, en algunos productos comercia-
les tales como Phytagel, Gelrite, Natugel, entre
otros, que aprovechan las propiedades funciona-
les de algunas de estas gomas como sustancias
que aumenten la viscosidad y consistencia de los
medios de cultivo para propagacion vegetal in vi-
tro (Tabla 2).

El presente documento tiene como objetivo la revi-
sion sobre el uso de gomas y almidones en varias
técnicas de cultivo de tejidos vegetales in vitro.

Almidones en procesos de organogénesis

La embriogénesis es un proceso en el que a
partir de una célula se generan embriones que
pueden producir nuevas plantulas; comprende
la embriogénesis cigdtica y la embriogénesis
somatica o adventicia. La embriogénesis soma-
tica (asexual o adventicia), consiste en el desa-
rrollo de embriones a partir de células que no
son el producto de una fusion gamética, en otras
palabras, es un proceso por el cual se produce
una estructura bipolar (embrién) a partir de una
célula somatica, mientras que la embriogénesis
cigotica si es el producto de la fusion gamética
(Celestino et al., 2005), mientras que el proceso
involucrado en la transformaciéon de una célula
a una planta u érgano se denomina organogé-
nesis. Cuando la regeneracion de la plantula se
realiza sin la formacién de callo, se denomina
organogénesis directa; primero se forman célu-
las no diferenciadas o callo y, posteriormente,
se diferencian y forman una planta, se conoce
como organogénesis indirecta (Calva y Pérez,
2005).
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Tabla 2. Algunas gomas utilizadas como agentes gelificantes en medios de cultivo de propagacion in-vitro.

GOMA

Guar

cassia

xantana

Agar

Gellan (gelrite y
phytagel)

Goma katira

COMPOSICION QUIMICA

Galactosa (unida por a1-6) y manosa
( unidas por p1-4)

Galactosa (unida por a1-6) y manosa
(unidas por 1-4)

cadena de D-glucopiranosilo unido enlace
B 1-4. Ramificacion de trisacaridos de
D-manopiranosilo y de acido
D-glucopiranosilurénico

Agarosa (galactosa) y agaropectina (anhi-
drogalactosa parcialmente esterificada
con acido sulfurico)

tetrasacarido, que consiste en dos resi-
duos de D- glucosa y uno de cada uno de
los residuos de L- ramnosa y
D- acido glucurdnico

D-galactosa, acido D-galacturonico y
L-ramnosa en proporcién molar 2:1:3

FUENTE

Cyamopsis tetragonolobus

endospermo de Sennao btusifolia

Exudado de la bacteria
Xanthomonas campestris B-1459

Gelidium cartilagineum, Gracilaria
confervoides y Pteroclaia
capillacea

Exudado de la bacteria
Pseudomonas elodea

exudado de Cochlospermum
religiosum

natugel *

Kappaphycu salvarezii

Fuente: recopilacion de los autores. -* no reportado en la literatura.

Algunos almidones han sido utilizados como
gelificantes en medios de cultivo para organo-
génesis de plantas. Daud et al. (2011 a y 2011
b) cultivaron segmentos de tallos de Celosia sp.
en medios de cultivo con la mitad de concentra-
cion de los componentes del medio Murashige y
Skoog (1962) y otro sin tales suplementos, gelifi-
cados con harina de yuca, harina de arroz, harina
de maiz y almidon de papa. No se encontraron
diferencias significativas en la regeneracion por
via de organogénesis directa en ninguno de los
solidificantes probados.

En un estudio realizado en Iran, se probaron un
medio liquido con sustrato de algodén y diferen-
tes combinaciones de almiddn, sémola o harina,
polvo de patata y agar en dos etapas de la micro-
propagacion (induccién de brotes y proliferacion)

de violeta africana (Saintpaulia ionantha) (tabla
3). La mayor frecuencia de regeneraciéon se en-
contré6 en medios que contienen agar (0,8%),
combinacion de almidon: sémola, polvo de pa-
tata (2:1:1) en 9 y el 12% y la combinacion de
almidén (6%) mas agar (0,4%), pero el maximo
numero brotes se produjeron en medios que
contenian agar (0,8%), combinacion de almidén
(6%) mas agar (0,4%) y medio liquido con sus-
trato de algoddn. La mejor proliferacion de bro-
tes tuvo lugar en medio liquido con sustrato de
algodon. Los resultados mostraron que la com-
binacién de almidén: sémola, polvo de patata
(2:1:1) en 9% y almiddn (6%) mas de agar (0,4%)
pueden ser alternativas, para sustituir al almi-
dén, adecuadas en etapa de regeneracion, pero
el numero de brotes es menor que en medios
gelificados con solo agar (Sharifi et al., 2011).
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Tabla 3. Combinaciones de agentes gelificantes en medios de cultivo para propagacion de violeta africana
(S. ionantha)

Medio Composicion
A 12% (almiddn 2: harina 1:polvo de papa 1)
B 9% (almiddn 2: harina 1:polvo de papa 1)
C 9% (almidén 1: harina 1:polvo de papa 1)
D 6% (almiddn 2: harina 1:polvo de papa 1)
E 6% (almiddn 1: harina 1:polvo de papa 1)
F 6% (almiddn 2: harina 1:polvo de papa 1) + 2g/L agar
G 6% (almiddn 1: harina 1:polvo de papa 1) + 2g/L agar
H 6% (almiddn 2: harina 1:polvo de papa 1) + 4g/L agar
| 3% (almiddn 2: harina 1:polvo de papa 1) + 4g/L agar
J 3% (almidén 1: harina 1:polvo de papa 1) + 4g/L agar
K 9% almidoén
L 6% almidén + 4g/L agar
M 3% almidén + 4g/L agar
N 9g/L agar
(0] medio liquido con sustrato de algodén

Fuente: Sharifi et al, 2010.

Almidones en procesos de embriogénesis

El almidon de arroz y la fécula o harina de maiz,
han sido probados como agentes gelificantes en
micropropagacion. Se reporta el cultivo de em-
briones cigéticos de cacao (Theobroma cacao
L.) en medios de cultivo gelificados con almidén
de arroz y maicena, en concentraciones desde 4
hasta 8% en ambos casos, comparados con un
testigo de agar en concentracion de 0.8%. Gon-
zales y Silva (1999) encontraron que estos medios
gelificados con almidon de arroz y maicena, en
concentraciones bajas (4-6%) se oscurecian, por
accion de fenoles provenientes del embrién cigo-
tico, mientras que en concentraciones mas eleva-
das, no se presenté tal comportamiento. Ademas,

en el cultivo aséptico de embriones cigoticos de
cacao se puede emplear el almidén de arroz y la
maicena en sustitucion del agar, obteniéndose los
mejores resultados, en cuanto a longitud de rai-
ces, en el primer caso a concentraciones del 8%,
y en el segundo caso del 5y 8%, respectivamente.

Almidones en procesos de micropropagacion o
proliferacion

Hay reportes sobre la utilizacion de almidones de
distintas fuentes, como agentes gelificantes en
medios de cultivo para proliferacién vegetal. Se
ha micropropagado segmentos nodales de papa
(Solanum tuberosum) en medios gelificados con
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almidén de yuca (Kuria et al., 2008), sagu (Naik
y Sarkar, 2001); banana (Musa) en medios con
almidén de papa y yuca (Kodyn y Zapata, 2001);
manzana (Malus domestica Borkh) en medios so-
lidificados con almidén de maiz (Zimmerman et
al., 1995).

En un estudio hecho por Romay y colaboradores
(2006) se sugiere la utilizacion de almidones mo-
dificados de yuca como sustitutos del agar. En el
estudio cultivaron micro-esquejes de yuca (Mahi-
not esculenta Crantz) en medios solidificados con
tres almidones modificados comparados con un
blanco de Phytagel. De igual manera, analizaron
el numero de nudos y raices para todos los tra-
tamientos, y peso seco y humedo para el mejor
tratamiento con almidén y el blanco de Phytagel
y encontraron diferencias significativas en los
tratamientos AIM TF-352 y AIM TP-212 con res-
pecto al control, pues disminuyeron el nimero de
nudos y raices. mientras el AIM TF-351 no. En el
estudio se concluyé que el almidén AIM TF-351
no tuvo efectos significativos en ninguna de las
variables analizadas vy, por tanto, puede ser un
sustituto del agar.

Mbanaso (2008) estudid el efecto de subculti-
vos consecutivos de 2 genotipos de Musa, cul-
tivados en medios solidificados con almidon de
yuca (cassava). No se encontraron diferencias
significativas con el testigo de agar, en cuanto al
porcentaje de brotes producidos, mientras que
si se presentaron diferencias en la robustez de
las plantulas, mayoritariamente en los medios de
cultivo con mayor concentracién de almidon, po-
siblemente porque aumentaba la dureza del me-
dio, lo que impidié la difusion de los nutrientes.
También afectd la absorcién de agua y algunos
nutrientes que potenciaban la dureza de las plan-
tulas. Pero al igual que Romay et al., recomendd
el almidén de yuca (cassava) como sustituto mas
econdmico del agar.

La harina de yuca es rica en almidon; por tal
razén, se ha utilizado como agente gelificante

mezclada con agar o adicionada sola. Maliro y
Lameck (2004) cultivaron plantulas de F. albida y
Uapaca kirkiana. Encontraron que en las 2 prime-
ras semanas no se presentaban diferencias signi-
ficativas en niumero de brotes generados y altura
de las plantulas en ninguna de las especies es-
tudiadas, pero en las semanas 42 y 52 de incuba-
cién, se observaron resultados estadisticamente
significativos. Los medios preparados solo con ha-
rina de yuca, después de 5 semanas perdieron la
consistencia, lo que afecté el crecimiento y peso
de los explantes en ambas especies.

La micropropagacion de nodos de papa (Solanum
tuberosum) se realizé en medio MS (Murashige y
Skoog, 1962) gelificado con mezclas de agar-al-
midon de maiz (CS) y agar-almidén de papa (PS).
Mohamed et al. (2010) no encontraron diferencias
significativas en la altura de las plantulas, pero si
un aumento significativo en el numero de brotes/
explante. El aumento mas notable se encontr6 en
medios solidificados con 60 g/L de PS + 1g/L de
agar. Las plantulas desarrolladas en los medios
de cultivo con 40 g/L de CS o PS tuvieron un ma-
yor peso fresco y seco en comparacion con los
del control de agar. El medio con 50, 60 g /L de
PSo60g/Lde CSy50g/L deagaraCS + 1g/L
aumentaron significativamente el porcentaje de
peso seco. Se sugiere que la utilizacion de agar
en bajas concentraciones mezclado con almidén
de papa o de maiz puede disminuir los costos de
los medios de cultivo para micropropagacion in-
vitro (Mohamed et al., 2010).

Rodriguez y Hechevarria (2006), cultivaron
segmentos nodales de Orthosiphon arista-
tus Blumey Artemisia absinthium L., dos es-
pecies de plantas altamente demandadas por
sus propiedades medicinales. Utilizaron harina
de sagu (Maranta arundinacea L.) y un gel de
Aloe vera (L.) N.L. Burm como solidificantes del
medio de Murashige y Skoog (1962). Los re-
sultados mostraron que medios solidificados
con 0,8% (p/v) de agar (tratamiento 1), 0,4%
(p/v) de agar mas 0,4% (p/v) de harina de sagu
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(tratamiento 2), 0,4% (p/v) de mas 15% (p/v) de
gel de A. vera (tratamiento 3) y 0,8% (p/v) de ha-
rina de sagu mas 15% (p/v) de gel de A. vera (tra-
tamiento 4) no arrojaron diferencias significativas
en los indices de crecimiento vegetativo (altura,
numero de hojas y raices) en ninguna de las dos
especies cultivadas. Sin embargo, el tratamiento
4 presentd los mejores resultados en O. arista-
tus, mientras el tratamiento 2 lo fue para medios
sembrados con A. absinthium.

En un estudio reciente realizado en Etiopia se
evaluo la eficiencia del almidén de ensete (bu-
lla) como agente gelificante alternativo para la
micropropagacion de Vanilla planifolia. Los re-
sultados revelaron que el numero de brotes y de
peso fresco se mejoraron significativamente en
los medios de multiplicacion gelificados con bu-
lla (8%). A pesar de todos los brotes producidos
tuvieron un enraizamiento del 100%, se obtuvo
un mayor crecimiento de los brotes en medios
suplementados con bulla (8%), (10%) y agar. La
sustitucién de agar por bulla (8%) podria aho-
rrar alrededor de 72,5% del costo de agar. Un
inconveniente detectado en los ensayos fue la
opacidad de los medios, que dificulta la obser-
vacion de contaminacion temprana (Mengesha
et al., 2012).

La elaboracion de medios de cultivo para micro-
propagacion, sustituyendo parcial o totalmente
el agar por almidones, es una opcioén rentable,
que disminuye los costos, debido a que los tu-
bérculos o cereales de donde se extraen, se en-
cuentran en mayor cantidad, comparado con las
algas rojas (Rhodophyceae) de donde se extrae
el agar. El inconveniente de los almidones es la
menor fuerza gelificante, pero puede ser resuel-
to agregando agar en bajas concentraciones, 0
aumentando la cantidad de almidon en el medio.
También se pueden utilizar modificaciones quimi-
cas para mejorar las propiedades funcionales de
los almidones, con el fin de incrementar el poder
solidificante (Kuria et al., 2008).

Gomas

Gomas como gelificantes en procesos
de organogénesis

En un estudio de regeneracion de brotes en seg-
mentos foliares de tabaco (Nicotiana tabacum L.),
realizado por Ozel et al., (2008), se evaluo el efecto
de los medios de cultivo gelificados con 7 a 1 g/L
de agar y 0-6 isubgol g/L; 2,25 a 0,25 g/L Gelrite y
0-6 g/ lisubgol; 5,25 a 0,25 g/L Phytagel y 0-5 g
/L isubgol, y 1-15 g / L isubgol. Los resultados de-
mostraron que, independiente de algunos proble-
mas con los geles, el isubgol (7g/L) indujo un mayor
numero de brotes y de raices; ademas, la longitud
de los brotes fue mayor en medios gelificados con
isubgol en concentracion de 9 g/L. Para una canti-
dad determinada de medio de cultivo, las mezclas
de agar-isubgol, Gelrite-isubgol son mas baratas.
Asi mismo, las mezclas de agar-isubgol, Gelrite-
isubgol gelificaron a bajas temperaturas, propicias
para el uso seguro de estos geles cuando se em-
plean sustancias labiles, en la transformacion ge-
nética o experimentos de cultivo de tejidos.

En procesos de germinacién y de organogénesis
indirecta en hojas de arroz (Oryza sativa L.) reali-
zados por Afrasiab y Rabia (2011), se utilizé phyta-
gel como agente gelificante del MS (Murashige y
Skoog 1962) y LS (Linsmaier y Skoog 1965). Los
resultados demostraron que a pesar de que el por-
centaje de germinacion, la induccién de callo, y
los indices de crecimiento evaluados fueron me-
nores en los medios gelificados con phytagel, este
gelificante es una alternativa al empleo de agar,
pues contiene menos impurezas y el pH del medio
es mas estable a través del tiempo de cultivo.

Saglam vy Cifici (2010) utilizaron isubgol como
agente gelificante en medios para organogénesis
indirecta en hojas de Woad (/satis tinctoria), com-
parados con un blanco de agar. Encontraron me-
jor respuesta callogénica y de diferenciacién en
los medios solidificados con isubgol.
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Gomas como solidificantes en procesos
de embriogénesis

Jain-Raina y Babbar (2011) utilizaron mezclas
de varios agentes gelificantes goma guar (2,6 a
2,9%) + Agar (0,1-0,4%); goma xantana (0,6-0,9%)
+ Agar (0,1-0,4%); Isubgol (2,6 a 2,9%) + Agar (0,1-
0,4%); goma guar (1,5 a 2,9%) + goma xantana
(0,1-1,5%); Isubgol (1,6 a 2,9%) + goma xantana
(0,1-1,4%) y goma guar (2,6 a 2,9%) + Agar (0,1-
0,4%). La concentracion total de los agentes ge-
lificantes mezclados con goma xantana fue 1%,
mientras que en los demas fue 3%. Utilizaron es-
tos medios para geminar e inducir embriogénesis
somatica en Albizzia lebbeck.

En los resultados encontrados fue evidente que la
respuesta morfogénica fue apoyada por toda la mez-
cla de gelificacion, en la mezcla que contenia 2,6%
isubgol y 0,4% de agar. El porcentaje de germinacion
de semillas mejord significativamente cuando el agar
se mezclé con goma xantana o goma guar, ya que
cuando se utilizaron solas, los resultados no fueron
tan exitosos (tabla 4). La otra caracteristica comun es
la reduccion en la respuesta callogénica con un au-
mento de agar al 0,4% en mezclas de gelificacién con
la goma de guar e isubgol. Jain-Raina y Babbar con-
cluyeron que las mezclas de goma xantana y guar,
con agar, pueden ser sustitutos en los medios de cul-
tivo, como agente gelificante, lo que disminuyo costos
y mejoré resultados de crecimiento en las plantulas.

Tabla 4. indices de crecimiento evaluados en explantes de A. lebbeck inoculados en medios modificados.

Agente No. Germinacion Altura Longitud
gelificantes Explantes (%) brotes (cm) raices (cm)
0,9% Ag 96 82,282 7,77 +3,45bc 5,40 +2,90bc
3% GG 92 47,9b 5,37+ 2,72¢c 4,33 +2,25¢
2,9% GG + 0,1% Ag 96 81,22 8,57 +2,98ab 5,98 +1,97bc
2,8% GG + 0,2% Ag 96 73,92 9,21 £3,04ab 6,77 +2,46ab
2,7% GG + 0,3% Ag 96 80,2a 8,66+ 2,63ab 5,83 +2,50bc
2,6% GG + 0,4% Ag 96 85,4a 10,70+ 1,30a 8,08 +2,13a
1% Xan 96 52,0b 6,10 +1,92c 4,05 +1,76¢C
0,9 Xan + 0,1% Ag 96 71,8a 8,21+ 2,88b 6,57 +2,55ab
0,8 Xan + 0,2% Ag 96 86,4a 8,08 +2,42b 5,52 +2,31bc
0,7 Xan + 0,3% Ag 96 76,0a 8,27+ 2,12b 5,61 +2,44bc
0,6% Xan + 0,4% Ag 96 89,5a 9,09 +2,97ab 7,24 +2 52ab
3% Is 96 83,3a 10,00+ 2,97ab 6,61 +2,68ab
2,9% Is + 0,1% Ag 96 81,2a 9,79 +2,34ab 5,51 +2,53bc
2,8% Is + 0,2% Ag 96 86,4a 10,79+ 1,96a 5,62 +1,82bc
2,7% Is + 0,3% Ag 96 87,5a 10,66 +2,20a 6,39+ 1,79b
2,6% Is + 0,4%Ag 96 82,1a 10,56 +1,85a 6,71 +1,59ab

Ag: agar GG: goma guar Xan: gomaxantanals: isubgol
Fuente: Jain-Raina Y Babbar (2011).
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Van Ark et al. (1991) no obtuvieron diferencias es-
tadisticas en los resultados obtenidos, empleando
medios de cultivo gelificados con agar y gelrite en
procesos de embriogénesis somatica indirecta en
Poa pratensis L.

Saglam y Cifici (2010) utilizando isubgol como
agente gelificante en medios para embriogénesis
de hipocdtilos de Woad (/satis tinctoria), compara-
dos con un blanco de agar, encontraron mejor res-
puesta en los medios solidificados con agar. Moon
et al. (2004) reportaron la siembra de proembrio-
nes somaticos de Ceratozamia hildae en medios
gelificados con phytagar, Gel-Ro, Agar TC, agar-
gel y consideraron mejor gelificante el agente de
prueba al Gel-Ro.

Jain-Raina y Babbar en 2002 utilizaron la goma
katira como agente gelificante en medios para in-
ducir embriogénesis somatica en A. labbeck. No
encontraron diferencias significativas con el trata-
miento control gelificado con agar. Posteriormen-
te, en 2006 estudiaron el efecto de la goma xanta-
na como agente gelificante en medios para inducir
embriogénesis somatica indirecta de Calliandra
tweedii, encontrando mejores resultados en los
medios en los que la concentracion de goma xan-
tana fue del 1%, en variables como respuesta ca-
llogénica y porcentaje de germinacion. Babbar et
al. (2005) encontraron diferencias significativas en
el numero de embriones formados de C. tweedii
y el porcentaje de germinacion de semillas de Li-
num usitatissimum, con goma guar y agar como
agente solidificante de los medios utilizados.

Gomas en procesos de micropropagacion
o proliferacion

En ensayos de micropropagacion de brotes de
manzano (Malus prunifolia Borkh) realizados por
Lucyszyn et al. (2005) en medios de cultivo geli-
ficados con mezclas de goma guar-agar y goma
cassia-agar en proporcion 3/3 g/L, comparadas
con un testigo de agar de 6g/L, los resultados ob-
tenidos indicaron una mayor proliferacion de los
brotes de manzano, asi como una menor aparicion

de brotes hiperhidratados en los medios de cultivo
gelificados con gomas y agar. Las mezclas utiliza-
das para sustituir al agar no afectaron significati-
vamente indices de crecimiento como cantidad y
longitud de los brotes regenerados.

Posteriormente, Lucyszyn et al. (2006) también pro-
baron la eficacia de la sustitucion parcial de agar
por galactomananos (GMS), obtenidos a partir de
diferentes fuentes. Se ensayd la micropropagacion
de fresa (Fragaria x ananassa Duchesne) en los
medios modificados. Las gomas guar y cassia se
mezclaron con agar en la proporcion de 0.3/0.3%
(w/v) en medio MS (aho), y el rendimiento se com-
pard con comportamiento de medio de agar que
contenia solo (0,6%, w / v) como agente gelifican-
te. Los resultados obtenidos indicaron que el agar
puede ser parcialmente remplazado por galacto-
mananos, puesto que las mediciones reoldgicas
confirmaron una buena interaccion entre los poli-
sacaridos. También se observaron un mejor ren-
dimiento y mayor proliferacion de brotes de fresa;
se evidencio que las raices fueron mas largas en
los medios modificados. Asi, el comportamiento del
gel de galactomananos y la rentabilidad comercial,
que es menor para el medio modificado en compa-
racion con el sistema solidificado con agar, mostrd
el uso potencial de estos galactomananos para su
aplicacion en cultivo de tejidos vegetales.

Chacon et al. (2000), utilizaron Phytagel para so-
lidificar medios de cultivo para la propagacion in-
vitro de yampi (Dioscorea trifida) y fiame (Dios-
corea alata). Ellos utilizaron un blanco que fue
gelificado con agar, para comparar el comporta-
miento de los indices de crecimiento. Encontraron
diferencias significativas en ambas especies entre
los resultados obtenidos en altura, peso fresco y
peso seco, que fueron superiores cuando los me-
dios se gelificaron con phytagel, y porcentaje de
materia seca obtenidos en los medios en donde
se utilizé agar como solidificante. Ademas reporta-
ron que al aumentar la concentracién de agente
gelificante, por encima del valor que confirié una
consistencia 6ptima en los medios, los indices de
crecimiento se afectaron negativamente, pues una
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mayor consistencia y dureza de los medios impide la
mejor absorcion y movilidad de los nutrientes dentro
de estos.

Capote Rodriguez et al. (2002) evaluaron el efec-
to de un agente gelificante cubano, Natugel, en
el crecimiento de cultivos in vitro de plantulas de
tomate (Solanum lycopersicum L.) de la variedad
Cuba C-2781. Utilizaron como explantes apices y
nudos cultivados in vitro en medio MS con saca-
rosa, y Natugel en dos formulaciones: | y Il que se
diferenciaron en la granulometria y en la densidad
aparente. Compararon con cultivos control en las
mismas condiciones anteriores pero con la adi-
cion de agar en sustitucion del agente gelificante.
La respuesta de los cultivos se evalud en funcion
del numero de nudos y la altura de las plantulas en
sucesivos subcultivos y no se encontraron diferen-
cias significativas entre la respuesta obtenida en
medio solidificado con agar y la obtenida en medio
solidificado con la mezcla Natugel I/11.

Aunque se ha hecho ya un recuento de las sustan-
cias que han sido utilizadas como agentes gelifi-
cantes alternativos, lo mas importante es conocer
el costo que tiene cada una de estas. En la tabla
5 se muestra una relacién de las sustancias utili-
zadas, haciendo énfasis en las concentraciones
empleadas, asi como su costo. Se observa que
el agar es el gelificante, que a pesar de que se
usa en baja concentracion, es el que mas eleva el
costo de un litro de medio de cultivo.

De acuerdo con los costos mostrados en la ta-
bla 5 se recomienda como agentes gelificantes
la goma guar y los almidones de papa y yuca,
pues con ellos se han hecho un mayor numero
de investigaciones y se han cultivado una mayor
cantidad de especies vegetales. En el caso co-
lombiano, los almidones de papa, yuca y maiz
son de facil adquisicion, pues el pais produce
estas materias primas de forma permanente.
Las gomas son mas caras que los almidones,
pero al usarse en cantidades menores, tienen
un precio equivalente por litro.

Los mejores resultados, ya sean fisiolégicos y
fisicos, se han reportado con las mezclas en-
tre agentes gelificantes, como mezclas de agar
con algunas gomas y almidones. Estas mezclas
presentan una menor disminucion en el costo
de los medios de cultivo, pero pueden ser mas
eficientes que los agentes alternativos. Con el
uso de almidones y gomas como gelificantes
se obtienes reducciones aproximadas desde el
30% al 70% en los costos, basados en el precio
del solidificante, lo que permite una alternativa
valida econdmicamente para implementar es-
tas técnicas, asi como la oportunidad de mejo-
rar los mercados de productos como la papa,
yuca, arroz, que tendrian una nueva linea de
comercio, como materia prima para extraccion
de almidones, ayudando al sector agricola co-
lombiano.
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Tabla 5. Relacion de sustancias utilizadas como agentes gelificantes.

: : Costo Costo
Sustancia Concc(an/tll)'aclon cEJSItFi,S::jea kg sustancia solidificante
9 (co$) por litro (co$)
S. tuberosum L. (MP)
100 M. esculenta (MP) 936.6
Almidén de yuca
Musa (MP)
60-70 U. kirkiana (MP) 9326 560-653
80 Celosia sp (OR) 746.08
Almidon de sagu 80 S.tuberosum L. (MP) 7000 560
—_ : 60 S. tuberosum L. (MP) 341,1864
Almiddon de maiz 40-80 Celosia sp (OR) 5686,44 007 45-454,92
60-80 Musa (MP) 840-1120
Almidén de papa 20 Celosia sp (OR) 14000
S. ionantha (OR) 1260
Almidon de arroz 40-80 T.cacao L. (EC) 15400 616-1232
Almidén de ensete 80y 100 V. planifolia (MP) 5980 478,4-598
Goma karaya 30 Citrus jambhiri Lush. (MP) 16608 498,24
2 M. domestica Borkh (MP) 10354,62
Phvtagel Robinia pseudoacacia (MP)
ytage 25 D. trifida y D. alata (MP) 517731 12943,275
1,3; 1,8; 2,3 O. sativa L. (OR) 673,05-1190,78
. 750,1824
2,4 C. hildae (ES) 2500,608
Goma gellan
(Gelrite) 8 P. pratensis L. (ES) 312576
Aloe polyphylla (MP)
34 S. Yoshimurae (MP) 1062,7584
20 C. tweedii (ES) 843,18
Crataeva nurvala (MP)
Goma guar 10 Chiorophy tz’,\’,l”P‘)’or b 42159 421,59
30 A. Labbeck (ES) 1264,77
40 L. usitatissimum (EC) 1686,36
Goma katira 30 S. cuminii 70400 2112
P. communis L.
Goma cassia/agar 30 cv.Durondeau (MP) 54550 1636,5
F. ananassa Duchesne (MP)
C. tweedii (ES)
Goma xantana 10 A. labbeck (ES) 34998 349,98
7 N. tabacum L. (OR) 47000-68000 402,5
Isubgol 15 I. tinctoria (ES) (MP) 862,5
30 A. labbeck (ES) 1725
Agar agar 6-9 Todas las anteriores ‘;%75%%% 2925-4515

ES: embriogénesis somatica MP: micropropagacion

OR: organogénesis CO$: pesos colombianos
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Conclusiones

El avance de las investigaciones enfocadas a la
sustitucion parcial o total del agar como agen-
te gelificante en los medios de cultivo in vitro
para propagacion, ha arrojado resultados pro-
metedores, principalmente en lo que respecta
al uso de almidones, ya que, aunque algunos
resultados con gomas como solidificantes son
muy buenos, los almidones tienen un menor
costo y son de facil adquisicion y extraccion;
ademas, pueden ser modificados para conferir
propiedades funcionales especificas, que les
permitan ser utilizados con mayor eficiencia en
micropropagacion vegetal in vitro, ya sea como
unico agente gelificante, o mezclado con agar u
otro tipo de goma.

La implementacion de almidones o gomas
como agentes gelificantes alternativos reporta
una disminucién en los costos de los medios
de cultivo para tejido in vitro de hasta el 70%
comparados con los del agar, aunque fisiolo-
gicamente hablando los mejores resultados se
obtienen en las sustituciones parciales que se
han estudiado.
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