Otahola-Bello y Otahola-Gomez, Alternativas para la gelificacion del medio de cultivo

Alternativas para la gelificacion del medio de cultivo en la produccion de vitroplantas de
parchita (Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.) y de parcha (Passiflora quadrangularis)

Alternatives for gelation of the culture medium in production vitroplants passion fruit (Passiflora
edulis f. flavicarpa Deg.) and giant granadilla Passiflora quadrangularis)

Eneida Carolina OTAHOLA BELLO!, y Victor Alejandro OTAHOLA GOMEZ?2

1/Universidad de Oriente. Departamento de Ingenieria Agronomia, Escuela de Ciencias del agro y del
Ambiente. Maturin, estado Monagas. Venezuela. Telef: 0414-7640661 E-mail:
eneidaotaholabello@gmail.com . 2/ Laboratorio de Biotecnologia Universidad de Oriente, Nucleo
Monagas. Campus Universitario Juanico, Maturin, estado Monagas.

RESUMEN

La obtencion de plantas mediante cultivo de tejidos puede ser una alternativa para ofrecer a los productores de
parchita (Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.) y la parcha (P. quadrangularis L.) plantas sanas y con alta condicion
genética. Por supuesto, es necesario vencer algunos obstaculos, especialmente en lo relativo a los altos costos de
las plantas obtenidas por esta via, ya que los reactivos y equipos utilizados son muy costosos y casi en su totalidad
no producidos en el pais. Por esta razon se realizo un experimento para evaluar diferentes alternativas en la
sustitucion del agar nutritivo por otras sustancias, tales como almidon de maiz (maizina®) o agar comercial
(utilizado en la industria alimenticia) y determinar su efecto sobre las caracteristicas fisicas del medio de cultivo y
sobre el desarrollo de vitroplantas de parchita y parcha. Se utilizaron seis tratamientos, combinando agar reactivo
y almidon de maiz (Maizina Americana®) en combinaciones (100% AR; 20 %AM — 80AR; 40%AM — 60%AR,;
60 %AM —40%AR; 80%AM —20%AR y 100%AM respectivamente). Para evaluar el crecimiento de los explantes
se considero los tratamientos donde se utiliz6 20 y 40% de almidon de maiz y se utilizaron ademas el agar reactivo
puro y la combinacion 50 — 50 de agar reactivo y agar comercial y 100% de agar comercial. En este ultimo
experimento se evaluaron las variables sobrevivencia y altura de los explantes, nimero de hojas/explante y numero
de segmentos nodales/explante. Los datos fueron analizados por ANAVA vy las diferencias entre los promedios
mediante la prueba DMS al 0,05. Se observaron buenas caracteristicas fisicas y durabilidad del medio de cultivo
al utilizar la combinacion de hasta 40% de almidén de maiz y 60% agar reactivo. En cuanto a la sobrevivencia de
los explantes se observaron respuesta diferencial entre las especies utilizadas, la parchita mostré mejor desarrollo
al utilizar agar nivel reactivo, mientras que la parcha se comporté mejor al utilizar una mezcla de 50 — 50 de agar
reactivo y agar comercial. Los resultados obtenidos indican que se puede sustituir al agar nivel reactivo con agar
comercial e inclusive con almidon de maiz, pero en este Gltimo la durabilidad del medio se ve comprometida y se
descompone antes de los 45 dias.

Palabras claves: Maizina, parcha, vitroplantas, parchita.

ABSTRACT

The production of plants through tissue culture can be an alternative to provide passion fruit (Passiflora edulis f.
flavicarpa Deg.) and giant granadilla (P. quadrangularis L.) growers with healthy plants of high genetic quality.
Of course, it is necessary to overcome some obstacles, especially regarding the high costs of plants obtained
through this method, since the reagents and equipment used are very expensive and almost entirely not produced
in the country. For this reason, an experiment was conducted to evaluate different alternatives for replacing the
nutrient agar with other substances, such as corn starch (Maizena®) or commercial agar (used in the food
industry), and to determine their effect on the physical characteristics of the culture medium and on the
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development of in vitro passion fruit and giant granadilla plants. Six treatments were used, combining reactive
agar and corn starch (Maizena Americana®) in combinations (100% RA; 20% CS —80% RA; 40 %CM — 60%RA;
60%CM — 40%RA; 80%CM — 20%RA, and 100%CM, respectively). To evaluate the growth of the explants,
treatments using 20% and 40% corn starch were considered, and pure reactive agar as well as a 50—50 combination
of reactive agar and commercial agar, and 100% commercial agar were also used. In this last experiment, the
variables survival and height of the explants, number of leaves per explant, and number of nodal segments per
explant were evaluated. The data were analyzed by ANOVA, and the differences between means were assessed
using the LSD test at 0.05. Good physical characteristics and medium durability were observed when using a
combination of up to 40% corn starch and 60% reactive agar. Regarding explant survival, differential responses
were observed among the species used; parchita showed better development when using reactive agar alone, while
parcha performed better when using a 50 — 50 of reactive agar and commercial agar. The results obtained indicate
that reactive agar can be replaced with commercial agar and even with cornstarch, but in the latter case the

medium's durability is compromised and it decomposes before 45 days.

Key words: Maizina, giant granadilla, vitroplants, passion fruit.

INTRODUCCION

El género Pasiflora es el de mayor importancia
econémica dentro de la familia Passifloracea y la
mayoria de las especies estan localizadas en las
regiones tropicales de Sur América, constituyendo un
importante germoplasma que puede aportar genes para
resistencia a enfermedades, tolerancia a condiciones
ambientales adversas y mejor rendimiento y sabor
(Martin y Nakasone, 1970). Dentro de las pasifloras
comestibles que se cultivan en Venezuela, la mas
importante es, sin lugar a dudas, la parchita (Passiflora
edulis f. flavicarpa Deg.), de la cual se han realizado
selecciones que han permitido mejorar las plantaciones
comerciales, siendo cultivada en la mayoria de los
estados del pais (MPPAT, 2010). Por otro lado, la
parcha (Passiflora quadrangularis L.), granadina o
badea, como se le conoce en Venezuela, es una fruta
que ha venido siendo cultivada en muchas regiones del
pais, pero solo en pequefas plantaciones familiares, a
pesar de tener una gran demanda como fruta de
consumo directo (Otahola, 2011), siendo en ambos
casos su propagacion por semillas, a diferencia de lo
que ocurre en otros paises como Brasil, Colombia y
Australia donde las plantas se obtienen por propagacion
asexual, lo cual causa homogeneidad en las
plantaciones (CENTA, 2002).

En el estado Monagas, la mayoria de las
siembras de parchita se realizan en los municipios
Maturin y Piar, en altitudes por debajo de los 500
msnm. Sin embargo, en los tltimos afios se han ido

incrementando las siembras en los municipios Acosta y
Caripe y en zonas altas del municipio Piar, en alturas
por encima de los 1000 metros, ello como consecuencia
de la aparicion de la "muerte del pie o marchitez" de las
plantas, causada por el hongo Fusarium y que ha
diezmado las siembras en los suelos de las zonas bajas,
donde problemas de estrés hidrico incrementan la
aparicion de patogenos y disminuyen
considerablemente la duracion de las plantas,
llegandose al extremo de ser necesario realizar
siembras de mas de un 70% de las plantas cada afio
(MPPAT, 2010).

La producciéon de vitroplantas de diferentes
especies de pasifloras es una alternativa que cada dia
toma mayor importancia y puede ser una posibilidad de
ofrecer a los productores del rubro plantas sanas y con
alta condicion genética. Por supuesto, es necesario
vencer algunos obstaculos, especialmente en lo relativo
a los altos costos de las plantas obtenidas por esta via
ya que los reactivos y equipos utilizados son muy
costosos y casi en su totalidad importados, lo cual
encarece y dificulta su adquisicion por las limitaciones
de divisas que actualmente atraviesa Venezuela, siendo
el agar nutritivo, utilizado como agente solidificante de
los medios de cultivo uno de los insumos de mayor
costo (Otahola, 1999).

En los ultimos afios se ha empleado una gran
gama de sustancias para sustituir el agar, entre ellas la
Agarosa, el Alginato, el Isobgol, la Carragenina, el
Gelrite, el Phytagel, los almidones de diferentes
especies de plantas y también la goma ‘katira”
proveniente de la corteza de Cochlospermun religiosum
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y la goma del “xanthano” proveniente de la bacteria
Xanthomonas campestris (Roca, 1980; Henderson y
Kinnersley, 1988; Trigiano y Gray, 2000; Jain y Babbar,
2002; Jain y Babbar, 2006). Posiblemente el que mas
popularidad ha alcanzado es el “Gelrite”. Debido a que
el agar es costoso, es importante tomar en cuenta otros
compuestos que permitan sustituir este soporte (FAO,
1990).

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

Debido a sus propiedades funcionales se ha
reportado el uso de almidones y gomas como agentes
gelificantes, polimeros naturales como almidones y
gomas, que sintetizan las plantas y algunas bacterias.
Los almidones estan formados por 2 polimeros: la
amilosa, compuesta de cadenas lineales de monomeros
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 al-4
en las cadenas lineales y las ramificaciones se unen
mediante enlaces a1-6 (Salinas et al., 2003). Aunque en
términos generales, los almidones nativos se utilizan
ampliamente en la industria alimentaria, por ser
sustancias inocuas capaces de regular y estabilizar la
textura de los alimentos y por sus propiedades
espesantes y gelificantes, algunas dispersiones de
almidon nativo, como aquellas obtenidas a partir de
raices y tubérculos, producen una textura gomosa y
cohesiva en aquellos alimentos donde se utilizan como
agentes espesantes (Pacheco y Techeira, 2009). Segin
Daud et al. (2011) todos los almidones tienen los
mismos constituyentes, aunque difieren en el
porcentaje de cada uno de ellos, dependiendo de la
planta de la cual son extraidos, por lo cual tienen
distintas propiedades funcionales (Hernandez et al.,
2008).

En un estudio realizado en Iran, se probaron un
medio liquido con sustrato de algodon y diferentes

combinaciones de almidon, sémola o harina, polvo de
patata y agar en dos etapas de la micropropagacion
(induccion de brotes y proliferacion) de violeta africana
(Saintpaulia ionantha). La mayor frecuencia de
regeneracion se encontré en medios que contienen agar
(0,8%), combinacion de almidén: sémola, polvo de
patata (2:1:1) en 9 y el 12% y la combinacion de
almidon (6%) mas agar (0,4%), pero el maximo nimero
brotes se produjeron en medios que contenian agar
(0,8%), combinacion de almidon (6%) mas agar (0,4%)
y medio liquido con sustrato de algodén. La mejor
proliferacion de brotes tuvo lugar en medio liquido con
sustrato de algodon. Los resultados mostraron que la
combinacion de almidén: sémola, polvo de patata
(2:1:1) en 9% y almidén (6%) mas de agar (0,4%)
pueden ser alternativas, para sustituir al almidon,
adecuadas en etapa de regeneracion, pero el nimero de
brotes es menor que en medios gelificados con solo
agar (Sharifi et al., 2010).

Por su parte Martin ef al. (2013), evaluaron las
variables como inhibicién de crecimiento, nimero de
hojas y nudos, longitud y numero de explantes
sustituyendo el agar (AR) por almidéon de papa (AP)
como medio gelificante alternativo en medios de
cultivo en la propagacion in vitro de lulo (Solanum
quitoense Lam). Para dicho trabajo se utilizaron cuatro
tratamientos con las dosis 100% AR, 50% AR + 50%
AP, 55% AR + 45% AP Y 60% AR + 40% AP,
obteniendo un favorable desarrollo de los explantes de
lulo en los medios gelificados con el 40% en peso de
agar.

Romay y colaboradores (2006) sugieren Ia
utilizacion de almidones modificados de yuca como
sustitutos del agar. En el estudio cultivaron
microesquejes de yuca (Mahinot esculenta Crantz) en
medios solidificados con tres almidones modificados
comparados con un blanco de Phytagel. De igual
manera, analizaron el nimero de nudos y raices para
todos los tratamientos, y peso seco y humedo para el
mejor tratamiento con almidon y el blanco de Phytagel
y encontraron diferencias significativas en los
tratamientos AIM TF-352 y AIM TP-212 con respecto
al control, pues disminuyeron el nimero de nudos y
raices, mientras el AIM TF-351 no. En el estudio se
concluyo que el almidon AIM TF-351 no tuvo efectos
significativos en ninguna de las variables analizadas vy,
por tanto, puede ser un sustituto del agar
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La elaboraciéon de medios de cultivo para la
propagacion de explantes, sustituyendo parcial o
totalmente el agar por almidones, es una opcidn
rentable, que disminuye los costos, debido a que los
tubérculos o cereales de donde se extraen, se
encuentran en mayor cantidad, comparado con las algas
rojas (Rhodophyceae) de donde se extrae el agar. Por
esta razon, se planted la necesidad de evaluar
alternativas para la sustitucién del agar nutritivo por
otras sustancias de menor costo y de facil adquisicion,
tales como almidén de maiz (Maizina Americana®) o
agar comercial (utilizado en la industria alimenticia)
que permitan obtener medios de cultivo de buenas
caracteristicas fisicas y el desarrollo de vitroplantas de
parchita (Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.) y de
parcha (Passiflora quadrangularis.).

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizo en el Laboratorio
de Biotecnologia de la Universidad de Oriente del
Nucleo Monagas, ubicado en el Campus Juanico de la
ciudad de Maturin. El experimento se realiz6 en dos
fases, en la primera se realizd la comparacion de las
caracteristicas fisicas de los medios de cultivo
desarrollados a partir de la combinacion de diferentes
concentraciones de agar nivel reactivo (Sigma) y
almidon de maiz (Maizina Americana®) en
combinaciones (100 - 0; 20 — 80; 40 — 60; 60 — 40; 80
— 20y 100 por ciento respectivamente), usando 30 g/L
como dosis maxima de almidon de maiz y 7g/L para el
agar nivel reactivo.

Los medios de cultivo fueron preparados de la
manera tradicional como se hace en el laboratorio de
Biotecnologia, utilizando los componentes del medio
de cultivo MS, ajustando el pH a 5,8 previo a agregar
el solidificante. Los medios fueron vertidos en frascos
de vidrio con aproximadamente 20 ml por frasco y
cubiertos con tapas plasticas transparentes y colocados
en la camara de crecimiento con condiciones de luz
artificial (2000 lux), temperatura de 25 +/- 2 grados
centigrados y fotoperiodo de 15 horas de luz y 9 horas
de oscuridad y también bajo condiciones ambientales
no controladas.

La evaluacion de las caracteristicas fisicas de los
medios se realizd con intervalos de 15 dias en las dos
condiciones, considerando el color, la consistencia del
medio, asi como la descomposicion en el tiempo,
estableciéndose para ello una escala de valores de 0 a
4, tal como se muestra en el Cuadro 1.

Luego de la evaluacion fisica de los medios de
cultivo con diferentes concentraciones de almidon de
maiz (Maizina Americana®) al ser evaluado después de
60 dias de almacenamiento, y seleccionado de acuerdo
a sus caracteristicas fisicas los tratamientos, se
estableci6 otro experimento donde fueron evaluados los
tratamientos de mejores caracteristicas fisicas (20%
MA® + 80% AR) y (40% MA® + 60% AR) y ademas
se incluyo otro solidificante utilizado en panaderias y
pastelerias que fue identificado como agar comercial
(AC). Se procedio a realizar la preparacion de los cinco
tratamientos, utilizando las dosis de almidén de maiz
(Maizina Americana®), agar comercial (AC) y agar
nivel reactivo (AR) seleccionadas, usando 30 g/L. como
dosis maxima de almidon de maiz, 7 g/L para el agar
nivel reactivo y 20 g/L para el agar comercial. Para el
tratamiento uno se utilizd6 100% AR (7,00 g/L);
tratamiento dos 80% AR (5,60 g/L) + 20% AM (6,00
g/L); tratamiento tres 60% AR (4,20 g/L) + 40% AM
(12,00 g/L); tratamiento cuatro 50% AR (3,50 g/L) +
50% AC (10,00 g/L) y para el tratamiento cinco 100%
AC 20,00 g/L.

Los medios preparados fueron vertidos en tubos
de ensayo de 12 cm de largo y 2,5 cm de didmetro con
10 ml de medio aproximadamente y llevados a la
autoclave por 20 min. Una vez esterilizados se dejaron
enfriar a temperatura ambiente por un periodo de 48
horas antes de la siembra de las vitroplantas de parcha
y parchita. A Las vitroplantas sembradas en los
tratamientos antes mencionado, se les evalud cuatro
variables: sobrevivencia de los explantes, contando el
total de explantes vivos/ total de explantes inoculados,
altura de los explantes, nimero de hojas por explantes
y el niimero promedio de segmentos nodales presente
por explante. Estas evaluaciones fueron realizadas cada
quince (15) dias hasta 60 dias después de la siembra. El
experimento se establecid bajo un disefio estadistico
completamente aleatorizado. Se utilizo analisis de
varianza y las diferencias entre los tratamientos se
obtuvieron mediante la Prueba Minima de la Diferencia
Significativa (MDS) a un nivel de significacion del 5%.
Cada unidad experimental constd de cinco tubos de
ensayo y cinco repeticiones para un total de 150 tubos.

RESULTADOS

Evaluacion fisica de los medios de cultivos

En el cuadro 2, se muestran los resultados de las
caracteristicas presentes en los medios de cultivos, se
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observa que el tratamiento 3 (40% MA y 60% AR)
mostré buenas caracteristicas y color traslucido,
aunque de consistencia mas floja que los tratamientos 1
y 2, su estabilidad se mantuvo entre 40 y 60 dias.

Todo lo contrario, se observo en el tratamiento 4
(60% + 40% AR) el cual presento malas caracteristicas
y color blanco, una consistencia blanda lo que no
permite la estabilidad de los explantes y una
descomposicion a los 21 dias de almacenamiento. Por
otro lado, en el tratamiento 5 (80% MA + 20% AR), se
observd un color blanco y de consistencia blanda,
ademas una descomposicion a los 21 dias de preparado
y el tratamiento 6 (100% AM), un color muy blanco lo
que dificulta observar el crecimiento de las raices y
posibles hongos o bacterias, consistencia liquida y
descomposicion antes de los 15 dias de
almacenamiento. El Tratamiento 1 (100% AR) se
utilizd6 como control del experimento y presentd entre
sus caracteristicas fisicas, un color transparente y
consistencia sélida, manteniendo sus caracteristicas
hasta los 60 dias. Similar comportamiento se observo
en el tratamiento 2, donde el medio se solidifico
utilizando un 20% de AM y 80% de AR.

Estos resultados muestran que a pesar de las
posibilidades de sustitucion de agar reactivo por
almidon de maiz se debe preparar el medio con un
maximo de 40% de almidon de maiz, especialmente por
la descomposicion que sufre el medio de cultivo. Dados
estos resultados se seleccionaron los tratamientos 2y 3,
los cuales permiten favorablemente el desarrollo de los
explantes, manteniendo estable sus condiciones durante
60 dias de almacenamiento y presentando un color
traslucido que facilita observar el crecimiento de raices
y posibles hongos o bacterias que puedan desarrollarse
en el medio y afectar, de esta manera, el crecimiento
satisfactorio de los explantes.

Sobrevivencia de los explantes de Parcha
(Passiflora quadrangularis)

En el cuadro 3, se muestra los resultados de la
sobrevivencia de los explantes de parcha a los 15, 30,
45 y 60 dias después de la siembra. El andlisis
estadistico de los datos indicO que se presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre los
medios de cultivo estudiados en todas las evaluaciones
realizadas. Se puede observar que el medio solidificado
con agar nivel reactivo y el medio solidificado con la
mezcla 60% de AR + 40% de MA® fueron los mas

estables. Los datos obtenidos muestran claramente que
la MA® en las dosis utilizadas con AR (tratamientos 2
y 3) puede ser una alternativa en la sustitucion parcial
de agar nivel reactivo, pero solo si los subcultivos se
realizan antes de los 45 dias, ya que, al dejarlos por mas
tiempo, la sobrevivencia de los explantes se ve
ligeramente afectada. Leon (2007), trabajando con
almidones AIM TF-352 y AIM TP-212 observé menos
contaminacion de explantes, pero la sobrevivencia fue
mayor en los explantes sembrados en agar y almidon
AIM TF-351. Estos resultados coinciden con los
obtenidos en esta investigacion, debido que la parcha
arroj6 mayor porcentaje de sobrevivencia en el medio
solidificado con la mezcla de 60% AR + 40% AC.

Sobrevivencia de los explantes de Parchita
(Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.)

En el cuadro 4, se muestra el analisis estadistico
de los datos de sobrevivencia de los explantes
mostrando diferencias estadisticas. En las dos primeras
fechas (15 y 30 dds) los datos fueron muy similares,
encontrandose en ambos casos que los tratamientos
donde se solidifico el medio de cultivo con 100%AR y
en las mezclas 80%AR+ 20%MA® y 60%AR +
40%MA® mostraron 100% de sobrevivencia, siendo
estadisticamente superiores a los tratamientos donde se
utiliz6 la mezcla 50%AR + 50% AC y donde se utilizd
AC solo.

En la evaluacion realizada a los 45 dds se
observo mayor sobrevivencia en los tratamientos donde
se utilizo AR y la mezcla 80%AR+ 209%MA® los
cuales mantuvieron 100% de sobrevivencia. Por otro
lado, se observo un resultado similar en la evaluacion
realizada a los 60 dds, donde solo el tratamiento
solidificado con AR se mantuvo estable y con 100% de
sobrevivencia, mientras que en el tratamiento donde se
utiliz6 100AC fue de 50%.

Loaiza (2008), quien realizO un analisis
fisiologico de tres marcas de agar y Gelrite en la
germinacion y desarrollo de plantulas de Echinocactus
platyacantus link et Otto (Cactaceae), determind que
con el uso de Gelrite a razoén de 3 g/L se obtuvo una
mayor sobrevivencia de los explantes en comparacion
con el agar reactivo. Esos resultados obtenidos en dicho
trabajo, difieren con los resultados de esta
investigacion, debido a que el medio que reportd mayor
sobrevivencia fue el solidificado con AR solamente, en
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Cuadro 1. Variables de evaluacion de los medios de cultivo con diferentes concentraciones de almidon de
maiz (Maizina Americana®) y agar nivel reactivo

Variables Color Consistencia Durabilidad
Muy malo (0) Muy blanco . Cqmpletamente Descomposicion muy rapida
liquido o muy duro
Malo (1) Blanco Flojo — duro Descomposicion antes de 15 dias
Regular (2) Opaco Gelatinoso o Blando Duracion hasta 40 dias
Bueno (3) Traslicido Soélido aguado Duracion hasta 60 dias
Muy bueno (4) Transparente Solido consistente Mantiene condiciones después de los 60 dias

Cuadro 2. Caracteristicas observadas en los medios de cultivo preparados con diferentes dosis de almidon
de maiz (Maizina Americana®) y agar nivel reactivo.

Tratamientos Caracteristicas Color Consistencia Durabilidad
(1) 0% AM+ 100% AR | Muy buena | Transparente Soélida Mantuvo consistencia por 60 dias.
(2) 20%AM + 80% AR Muy buena Translucido Solida Mantuvo consistencia por 60 dias
(3) 40% AM + 60% AR Buena Translucido | Solida- aguada | Estable entre 40 y 60 dias.
(4) 60% AM + 40% AR Mala Blanco Blanda Descomposicion a los 21 dias.
(5) 80% AM +20% AR Muy mala Muy blanca Liquida Descomposicion a los 21 dias
(6) 100% AM + 0% AR Muy mala Muy blanca Liquida Descomposicion antes de los 15 dias

Cuadro 3. Sobrevivencia (%) de los explantes de parcha ( P quadrangularis) al utilizar diferentes
solidificantes del medio de cultivo, en evaluaciones realizadas a los 15, 30, 45 y 60 dias después de la

siembra.
Sobrevivencia (%)
Tratamiento

15 dds * 30dds * 45 dds * 60 dds *
100 % AR 67,00 B 67,00 B 67,00 C 67,00 C
80 % AR + 20% MA® 100,00 A 100,00 A 100,00 A 85,00 B
60 % AR + 40% MA® 100,00 A 100,00 A 100,00 A 100,00 A
50 % AR + 50% AC 100,00 A 100,00 A 100,00 A 83,00 B
100 % AC 100,00 A 100,00 A 75,00 B 50,00 D

Fc 5,785 5,785 3,301 3,023

ns: no significativo al 0.05
*: Significativo al 0,05. Letras iguales indican similitud estadistica en cada fecha de evaluacion
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comparacion con el medio solidificado con 100% AC
(20 g) donde no hubo sobrevivencia después de la
segunda evaluacion.

Crecimiento (cm) de los explantes de Parcha
(Passiflora quadrangularis)

En el cuadro 5, se observa ausencia de
diferencias estadisticas entre los tratamientos para las
tres primeras evaluaciones (15, 30 y 45 dds), mientras
que si se presentaron para la evaluacion a los 60 dds.
En esta fecha de evaluacion el mayor crecimiento de
los explantes se present6 al utilizar medio de cultivo
solidificado con la mezcla 50% AR + 50% AC,
seguido del tratamiento 60%AR + 40% MA®. Los
valores mas bajos de crecimiento se observaron en la
mezcla 80% AR + 20% MA® y al utilizar 100% AR y
100% AC los cuales fueron estadisticamente similares
entre si.

Llama la atencion los resultados obtenidos al
utilizar agar nivel reactivo como tnico solidificante
del medio de cultivo, donde tampoco se observo
crecimiento de los explantes, aunque si buena
sobrevivencia. Sin embargo, se pudo observar que los
mismos tenian pocos entrenudos y un crecimiento
“arrepollado”.

Jiménez  (2004) quien trabajé  con
micropropagacion de platano (Musa AAB, cv curraré)
en un medio con sustituciéon de insumos utilizando
almidon de maiz como gelificante bajo una dosis de 70
g/L, determind en su estudio que el medio con
sustitucion de insumo redujo el crecimiento de brotes,
lo que difiere con los resultados obtenidos en este
trabajo donde se observo un crecimiento sostenido de
los explantes de parcha al utilizar las mezclas 50 % AR
+50% AC y 60 % AR + 40% MA®.

Crecimiento (cm) de los explantes de Parchita
(Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.)

En el cuadro 6, los datos analizados mostraron
ausencia de diferencias estadisticamente significativas
para las evaluaciones realizadas a los 15 y 30 dds,
mientras que si se presentaron diferencias en las dos
ultimas evaluaciones (45 y 60 dds). Los resultados de
la evaluacion a los 45 dds indican que el mayor
crecimiento de los explantes se encontro al utilizar el
agar nivel reactivo como solidificante del medio de
cultivo, el cual fue estadisticamente superior a los

demas tratamientos, los cuales se comportaron
similares entre si. A los 60 dds, se siguieron
presentando los explantes de mayor tamafio en el
medio solidificado con agar nivel reactivo, seguido
por los tratamientos donde se utilizo la mezcla 80%
AR + 20% MA® y 50 % AR + 50%. En general, el
Unico tratamiento donde los explantes de parchita
mostrd crecimiento sostenido y estable fue en el
tratamiento solidificado con agar nivel reactivo. En los
otros tratamientos el crecimiento fue bajo o nulo.

Mohamed et al., (2009), en su trabajo del maiz y
la fécula de patata como una alternativa para el agar en
la micropropagacién de Solanum tuberosum, quienes
utilizaron, 1 y 2 g/ 1de agar + 40, 50 y 60 g/ 1 de maiz
comercial y de fécula de patata respectivamente,
encontraron que el almidéon de maiz no tuvo ningin
efecto en la altura de las plantulas. Los resultados
obtenidos en este estudio difieren a los obtenidos por el
autor antes mencionado, debido que los explantes
sembrados en los medios con mayor concentracion de
almidon de maiz no alargaron, por lo que se podria decir
que el almidén de maiz si afect6 el crecimiento de los
explantes de parchita en forma negativa.

Nimero de hoja/explante de parcha (Passiflora
quadrangularis)

En el cuadro 7, las pruebas de promedios
realizadas mostro un comportamiento similar de los
tratamientos en todas las fechas de evaluacion, siendo
el tratamiento donde se utilizo la mezcla de 50 % AR +
50% AC para solidificar el medio de cultivo, el que
mostré6 mayor numero de hojas/explante y fue
estadisticamente superior a los otros tratamientos
evaluados. En todas las fechas de evaluacion los
explantes con menor numero de hojas se presentaron al
utilizar 100 % de AC como solidificante del medio de
cultivo. En general, se observd un incremento del
numero de las hojas de los explantes con el tiempo en
el medio de cultivo, con la excepcion de la evaluacion
a los 45 dds donde se evidencié una disminucion del
nimero de hojas en todos los tratamientos menos en
aquel donde se utiliz6 agar nivel reactivo solamente.

Rodriguez 'y Echeverria (2006), quienes
emplearon gel de sabila (4/oe vera (L.) N.L. Burm.) y
harina de sagl (Marantha arundinacea) como soporte
solido de medio de cultivo para plantas medicinales
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Cuadro 4. Sobrevivencia (%) de los explantes de parchita (P edulis f. flavicarpa Deg.) al utilizar diferentes
solidificantes del medio de cultivo, en evaluaciones realizadas a los 15, 30, 45 y 60 dias después de

la siembra.

Tratamientos Sobrevivencia (%)
15 dds * 30 dds * 45 dds * 60 dds *
100 % AR 100,00 A 100,00 A 100,00 A 100,00 A
80 % AR +20% MA® 100,00 A 100,00 A 100,00 A 40,00 B
60 % AR + 40% MA® 100,00 A 100,00 A 67,00 B 0,00 D
50 % AR + 50% AC 40,00 B 40,00 B 40,00 C 20,00 C
100 % AC 43,00 B 14,00 C 0,00 D 0,00 D
Fc Ft 6.912 16.88 22.81 25.29
2,58 2,58 2,58 2,58

ns: No significativo al 0.05
*: Significativo al 0,05. Letras iguales indican similitud estadistica en cada fecha de evaluacion

Cuadro 5. Crecimiento (cm) de los explantes de parcha ( P. quadrangularis) al utilizar diferentes
solidificantes del medio de cultivo, en evaluaciones realizadas a los 15, 30, 45 y 60 dias después de

la siembra.

Tratamiento Crecimiento (cm)
15 dds ns 30 dds ns 45 dds ns 60 dds *

100 % AR 0,13 A 0,00 A 0,03 A 0,03 C
80 % AR + 20% MA® 0,10 A 0,02 A 0,04 A 0,05 C
60 % AR + 40% MA® 0,01 A 0,10 A 0,15 A 024 B

50 % AR + 50% AC 0,02 A 0,13 A 0,18 A 0,34 A
100 % AC 0,01 A 0,01 A 0,01 A 0,02 C
Fc Ft 1,664 1,999 2,195 2,840
2,58 2,58 2,58 2,58

ns: No significativo al 0.05

*: Significativo al 0,05. Letras iguales indican similitud estadistica en cada fecha de evaluacion

Cuadro 6. Crecimiento (cm) de los explantes de parchita (P. edulis f. flavicarpa Deg.) al utilizar diferentes
solidificantes del medio de cultivo, en evaluaciones realizadas a los 15, 30, 45 y 60 dias después

de la siembra.

Crecimiento (cm)

Tratamiento
15 dds ns 30 dds ns 45dds * 60 dds *
100 % AR 0,09 A 0,18 A 0,24 A 0,38 A
80 % AR + 20% MA® 0,02 A 0,02 A 0,04 B 0,15 B
60 % AR + 40% MA® 0,03 A 0,03 A 0,03 B 0,03 C
50 % AR + 50% AC 0,10 A 0,07 A 0,02 B 0,10 BC
100 % AC 0,02 A 0,03 A 0,00 B 0,00 C
Fc Ft 1,014 1,639 2,975 3,132
2,58 2,58 2,58 2,58

ns: No significativo al 0.05
*: Significativo al 0,05 Letras iguales indican similitud estadistica en cada fecha de evaluacion
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(Orthosiphon aristatus Blume y Artemisia absinthium
L.), demostrando que la combinacién del tratamiento
0,4 % (p/v) de agar técnico No.3 + 15 % (p/v) de gel de
sabila, produjo los mayores valores promedios, con un
nimero promedio de hojas de 14 con respecto al agar
técnico. Sefalando, ademds, que si se aumenta la
concentracion de agar en los medios de cultivo in vitro
resulta cada vez mas dificil para los explantes
establecer contacto con el medio, con lo que se limita
la absorcion de los compuestos del mismo. Los
resultados obtenidos por los autores mencionados
coinciden con los obtenidos en este trabajo donde el
mayor nimero de hojas/explante se obtuvo en la mezcla
de 50% AR + 50% AC siendo estadisticamente superior
a los demas tratamientos.

Numero de hoja/explante de parchita (Passiflora
edulis f. flavicarpa Deg.)

En el cuadro 8, se observaron diferencias
estadisticamente significativas en todas las fechas de
evaluacion. A los 15 dds el ntimero de hojas fue mayor
en los explantes presentes en los tratamientos donde se
utiliz6 100% de AR y la mezcla de 50 % AR + 50% AC,
los cuales fueron estadisticamente iguales entre si y
superiores a todos los tratamientos restantes, que
también mostraron similitud estadistica entre ellos.
Para las evaluaciones realizadas a los 30, 45 y 60 dias
después de la siembra los resultados mostraron que el
tratamiento 100% de AR presentd el mayor numero de
hojas/explante.

Jiménez  (2004) quien  trabajé  con
micropropagacion de platano (Musa AAB, cv Curraré)
en un medio con sustitucion de insumos, y utilizando
una dosis de 70g/L de almidén de maiz, sefala que el
mayor nimero de hojas se obtuvo en el tratamiento
solidificado con 7,5 g/L de agar solamente. Dichos
resultados coinciden con los obtenidos en el cultivo de
parchita donde el mayor nimero de hojas se reportd en
los explantes solidificado con 100% AR.

Numero de segmentos nodales/explantes de
parcha (Passiflora quadrangularis)

Los tratamientos  mostraron  diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos en
todas las fechas de evaluacion, pero con resultados
similares en cada una de ellas, de acuerdo con lo
mostrado en las pruebas de promedios respectivas. Asi
se puede observar que en todas las fechas de evaluacion
el mayor numero de segmentos nodales/explante se

presento en el tratamiento donde se utilizo la mezcla 50
% AR + 50% AC para solidificar el medio de cultivo
(Cuadro 9).

En general, se observd poco desarrollo de los
explantes y los valores obtenidos difieren mucho de los
encontrados por Otahola (1999) y Palma (2009),
quienes reportan hasta seis y ocho segmentos
nodales/explante respectivamente a los dos meses
después de la siembra. El bajo nimero de segmentos
nodales obtenidos en este experimento harian muy
poco exitoso el proceso de micropropagacion mediante
cultivo de tejidos. Sin embargo, tal como se ha venido
explicando, los valores aqui mostrados difieren de los
obtenidos en otros experimentos en el Laboratorio de
Biotecnologia.

Los resultados del nimero de segmentos nodales en el
cultivo de parcha son respaldados por Chacon et al.,
(2000), quienes determinaron que el tipo y
concentracion del gelificante utilizado durante el
cultivo in vitro de Dioscorea trifida y Dioscorea alata,
tuvo influencia sobre el desarrollo de las plantulas,
donde concentraciones crecientes de los gelificantes
causaron un cambio aparente del crecimiento, ya que
el uso de dosis crecientes de Phytagel® afecto
negativamente el nimero de segmentos nodales en las
vitroplantas.

Nuimero de segmentos nodales/explantes de
parchita (Passiflora edulis f. flavicarpa Deg)

En el cuadro 10, se observa que los valores
obtenidos para el nimero de segmentos nodales fueron
considerablemente bajos en el cultivo de la parchita.
Indican que no hubo diferencias entre los tratamientos
en la evaluacion a 15 dds, pero si ocurrid en las tres
evaluaciones posteriores. En los tres casos se mostraron
resultados similares, el tratamiento donde se utilizd
100% de AR fue donde se present6 el mayor niimero de
segmentos nodales, siendo estadisticamente diferente a
los demas tratamientos.

Henderson y Kinnersley (1988), quienes trabajaron con
almidon de maiz como un agente gelificante alternativo
para el cultivo de tejido, demostraron que el
crecimiento y diferenciacion de los cultivos de células
vegetales se incrementd en los medios de cultivos
gelificados con almidon de maiz en lugar de agar, lo
que difiere con los resultados obtenidos en este estudio,
donde el mayor numero de segmentos nodales se
obtuvo en el medio gelificado con 100% AR.

Revista Cientifica UDO Agricola. Vol 16 (2) 2022: 34 - 46

Pagina 42



Otahola-Bello y Otahola-Gomez, Alternativas para la gelificacion del medio de cultivo

Cuadro 7. Numero de hojas en los explantes de parcha (P quadrangularis) al utilizar diferentes
solidificantes del medio de cultivo, en evaluaciones realizadas a los 15, 30, 45 y 60 dias después de la

siembra.
Tratamiento Numero de hojas
15dds * 30 dds * 45 dds * 60 dds *
100 % AR 1,50 C 4,00 C 4,50 D 500 C
80 % AR +20% MA® 2,69 B 6,69 B 5,00 C 4,82 C
60 % AR + 40% MA® 2,73 B 6,79 B 543 B 7,79 B
50 % AR + 50% AC 3,50 A 842 A 6,33 A 8,60 A
100 % AC 0,83 D 445 C 3,11 E 3,17 D
Fc Ft 22,29 4,096 29,43 8,879
2,58 2,58 2,58 2,58

ns: No significativo al 0.05
*. Significativo al 0,05. Letras iguales indican similitud estadistica en cada fecha de evaluacion

Cuadro 8. Numero de hojas en los explantes de parchita (P, edulis f. flavicarpa Deg.) al utilizar diferentes
solidificantes del medio de cultivo, en evaluaciones realizadas a los 15, 30, 45 y 60 dias después de la
siembra.

Tratamiento Numero de hojas
15dds * 30 dds * 45 dds * 60 dds *
100 % AR 1,00 A 320 A 427 A 4,60 A
80 % AR + 20% MA® 040 B 0,80 C 1,40 C 3,50 B
60 % AR + 40% MA® 033 B 0,67 CD 0,67 D 1,00 D
50 % AR + 50% AC 1,00 A 1,50 B 2,00 B 233 C
100 % AC 033 B 0,33 D 0,00 D 0,00 E
Fc Ft 7,547 6,865 12,971 3,247
2,58 2,58 2,58 2,58

ns: No significativo al 0.05

*. Significativo al 0,05. Letras iguales indican similitud estadistica en cada fecha de evaluacion

Cuadro 9. Nimero de segmentos nodales en los explantes de parcha (P quadrangularis) al utilizar
diferentes solidificantes del medio de cultivo, en evaluaciones realizadas a los 15, 30, 45 y 60 dias

después de la siembra.

Tratamiento Nimero de segmentos nodales
15 dds * 30 dds * 45 dds * 60 dds *
100 % AR 0,00 D 0,50 D 1,00 C 1,50 B
80 % AR +20% MA® 0,23 B 0,69 C LIS B 1,09 C
60 % AR +40% MA® 0,57 B 1,21 B 1,29 B 1,36 B
50 % AR + 50% AC 0,92 A 1,67 A 1,50 A 2,00 A
100 % AC 0,08 C 0,27 E 022 D 0,00 D
Fc Ft 22,29 4,096 29,43 8,879
2,58 2,58 2,58 2,58

ns: No significativo al 0.05

*: Significativo al 0,05. Letras iguales indican similitud estadistica en cada fecha de evaluacion
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Cuadro 10. Numero de segmentos nodales en los explantes de parchita (P, edulis f. flavicarpa Deg.) al
utilizar diferentes solidificantes del medio de cultivo, en evaluaciones realizadas a los 15, 30, 45 y 60

dias después de la siembra.

Tratamiento Numero de segmentos nodales
15 dds ns 30 dds * 45 dds * 60 dds *

100 % AR 0,36 A 1,21 A 1,29 A 1,64 A
80 % AR +20% MA® | 020 A 0,60 B 0,40 B 0,40 B
60 % AR +40% MA® | 033 A 0,33 C 0,00 C 0,00 D
50 % AR + 50% AC 0,33 A 0,50 BC 0,50 B 0,67 C
100 % AC 0,00 A 0,00 E 0,00 C 0,00 D

Fc 7,547 6,865 12,971 3,247

Ft 2,58 2,58 2,58 2,58

ns: No significativo al 0.05

*: Significativo al 0,05. Letras iguales indican similitud estadistica en cada fecha de evaluacion

DISCUSIONES GENERALES

En la evaluacion fisica del medio de cultivo
solidificado con almidén de maiz en sustitucion del
agar se seleccionaron los tratamientos 2 (20% AM +
80% AR) y 3 (40% AM + 60% AR), debido que
presentaron las mejores condiciones fisicas; tienen
consistencia solida, que permite el desarrollo de los
explantes, mantiene estable sus condiciones durante y
después de los 60 dias de almacenamiento y
presentaron un color traslucido que facilita observar el
crecimiento de raices y posibles hongos o bacterias que
puedan desarrollarse en el medio y afectar, de esta
manera, el crecimiento satisfactorio de los explantes.

La parchita presento mejores respuestas en la
produccion de las vitroplantas, en cuanto a
sobrevivencia, crecimiento (cm), numero de
hojas/explante y de segmentos nodales/explante en el
medio solidificado con 100% agar reactivo, por el
contrario, los explantes de parcha mostro en los
tratamientos con 50% AR + 50% AC y 60% AR + 40%
MA® buena respuesta en cuanto a las variables ya
mencionadas anteriormente. Por lo tanto, el cultivo de
parcha es mas tolerante en el uso de MA® y AC en las
mezclas utilizadas como sustitutos parciales de agar
nivel reactivo, pero hasta los 45 dias, ya que se observo
que al dejarlos por mas tiempo la sobrevivencia de los
explantes se ve afectada.

CONCLUSIONES

Es factible la sustitucion parcial del Agar en
los medios de cultivo par el establecimiento in vitro de
parchita y parcha, especialmente con agar comerical,
aunque se observo un crecimiento diferencial entre las
especias de pasifloras utilizadas.

A pesar de los resultados alentadores es
necesario evaluar otras combinaciones para establecer
un posible protocolo para la preparacion de los medios
alternativos.
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