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RESUMEN

Se evalué el efecto de un agente gelificante cubano, Natugel, en el crecimiento de cultivos in vitro de plantulas de
tomate de la variedad Cuba C-2781. Fue de interés demostrar si se afecta o no el crecimiento y si este producto
puede ser un sustituto del agar. Se utilizaron como explantes dpices y nudos germinados in vitro y cultivados en
medio MS con sacarosa y Natugel en dos formulaciones: | y Il que se diferencian en la granulometria y en la
densidad aparente. Se prepararon cultivos controles con las mismas condiciones anteriores pero con la adicién de
agar en sustitucion del agente gelificante. La respuesta de los cultivos se evalué en funcién del nimero de nudos
y la altura de las plantulas en sucesivos subcultivos. Los datos se evaluaron estadisticamente mediante un andlisis
de varianza y las diferencias se analizaron por la prueba de rangos multiples de Duncan al 5%. No se encontraron
diferencias significativas entre la respuesta obtenida en medio solidificado con agar y la obtenida en medio
solidificado con la mezcla Natugel I/1l. Se concluyé que es posible utilizar el producto Natugel en los medios de
cultivo de tejido de tomate sin afectar el crecimiento in vitro.
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ABSTRACT

Evaluation of a Cuban Gelling Agent, Natugel, in In Vitro Culture of Tomato Plantlets. The effect of the
Cuban product Natugel on in vitro growth tomato cultures was studied. This product could be a possible substitute
of agar as gelling agent in culture media, in plant tissue culture. Apices and nodes from in vitro germinated
plantlets were used, derived from Cuba C-2781 variety cultured in a modified MS medium with different formula-
tions of Natugel; a control with agar (7 g/L) was considered. The response of cultures was evaluated as a function
of the number of nodes and plantlets length in successive subcultures. Data were statistically evaluated by means
of an analysis of variance, and the differences among mean values were analyzed using a multiple random Duncan
test at 5%. No significant differences were noted between the response obtained in agar medium and the medium
with a I/l Natugel mixture. Results showed that it is possible to use Natugel in tomato tissue culture medium

without affecting in vitro growth.

Introduccién

El establecimiento de un sistema de cultivo de tejidos
conlleva elaborar un medio de cultivo dptimo que se
ajuste a los requerimientos nutricionales de la especie
vegetal y su efectividad depende tanto de los ingre-
dientes basicos que lo componen como del agente
gelificante [1].

El agar, producto natural extraido a partir de algas
rojas, especialmente Gelidium amansii, en una con-
centracion de 0,6 a 0,8%, constituye el agente gelificante
mas comUnmente utilizado; sin embargo, contiene
muchas impurezas que pueden alterar las caracteristi-
cas quimicas y fisicas del medio y afectar directamen-
te los tejidos y células cultivados [2, 3]. El agar no
siempre es util como agente gelificante pues ademas
de estas impurezas existen otros inconvenientes como
son las fluctuaciones del pH de hasta una unidad du-
rante y después de la esterilizacion en autoclave, in-
duccion de hiperhidricidad y respuestas fisioldgicas
diferentes que son un reflejo de la disponibilidad del
agua y los nutrientes en los diferentes medios de cul-
tivo. Por todas estas razones se ha propuesto el uso
de otros compuestos como el Gelcarin (carragenina
extraida de las algas rojas Euchemay), que evita grandes
cambios de pH, produce un gel claro y evita la
vitrificacion en plantas susceptibles [4].
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El empleo de la carragenina como agente gelificante
en los cultivos de tejidos vegetales fue descrito en 1986
por Ichi y colaboradores los cuales plantearon que de
acuerdo a sus resultados los tejidos crecieron mejor
sobre este gel que cuando el medio se solidifico con agar
[5]. En la actualidad la produccién de carragenina a ni-
vel mundial descansa sobre el cultivo de las algas rojas,
ricas en polisacaridos sulfatados como el agar y los
carragenanos que aparecen en su pared celular, los cua-
les le confieren su mayor importancia econdmica [6].

De igual forma se ha extendido cada vez mas el uso
de Gelrite, un heteropolisacarido producido por la
bacteria Pseudomonas elodea, el cual produce un gel
claro adecuado para la observacion de los cultivos y es
de menor costo por litro de medio [7]. En la busqueda
de alternativas para la sustitucion del agar se han eva-
luado otros agentes gelificantes como la agarosa, el
alginato [8], el almidén en los cultivos de callos
embriogénicos de zanahoria (Daucus carota, L.) [9],
celulosa en especies de Brassica [10] y mas reciente-
mente la harina obtenida de los rizomas de sagt
(Maranta arundinacea, L.) para la micropropagacion
de especies de importancia economica como Orthosi-
phon aristatus, Menta piperitay Menta arvensis [11],
entre otras.
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En el Instituto de Investigaciones Fundamentales
en Agricultura Tropical (INIFAT), de La Habana,
Cuba, se han desarrollado, a partir del alga marina
Kappaphycus alvarezii, los productos naturales
Natugel como agentes formadores de geles y se han
descrito sus procedimientos de utilizacion en dife-
rentes areas de investigacion [12]. En general, la uti-
lizacion de agentes gelificantes obliga a actuar
cuidadosamente pues segun el tipo y concentracion,
pueden variar considerablemente los sistemas de cul-
tivo, entre ellos la induccién y crecimiento de las
plantulas [7].

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de
dos formulaciones del producto Natugel en el creci-
miento de los cultivos in vitro del tomate (Lycopersi-
con esculentum, Mill.) para demostrar si se afecta o
no este crecimiento y validar el producto como posi-
ble sustituto del agar en los medios de cultivo.

Materiales y Métodos

El material vegetal que se utilizé fueron nudos (nd) y
apices (ap) de plantulas de tomate (L. esculentum,
Mill.) cv. Cuba C-2781, los cuales se cultivaron in
vitro en medio MS [7] con la adicion de 30 g/L. de
sacarosa.

Las caracteristicas del producto Natugel como agen-
te gelificante se evaluaron de forma cualitativa por la
turbidez y consistencia que confiere a los medios de
cultivo, y cuantitativa por su efecto sobre la respues-
ta de los tejidos cultivados in vitro: el numero de nu-
dos y la altura de las plantulas (cm) obtenidas en cada
subcultivo. Estos indicadores son, por tanto, las va-
riables de respuesta.

La investigacion se disefid en dos etapas. En la
primera se comparo el crecimiento del material vege-
tal en el medio descrito anteriormente con la adicion
de Natugel I a una concentracion de 27,5 g/L con el
crecimiento en otro medio pero con la adicion de agar
auna concentracion de 7 g/L, en sustitucion del agente
gelificante. El medio que contiene agar se asumi6 como
control. Las concentraciones de Natugel y de agar son
equivalentes. En esta etapa, se explord con esta con-
centracion de agar para precisar si era necesario
incrementarla o disminuirla.

Posteriormente, en una segunda etapa de trabajo,
se emplearon dos formulaciones diferentes del pro-
ducto: Natugel I, Natugel II y una mezcla de ambos,
Natugel I/11, al 50% de cada uno. Se comparo el cre-
cimiento del material vegetal en los medios obteni-
dos con la adicion de cada producto respectivamente
y el medio de control, en este caso, con agar al 4%.
La concentracion de Natugel en todas sus formula-
ciones fue de 24,83 g/L y es equivalente a la concen-
traciéon del agar. Las diferencias entre ambas
formulaciones del producto radican en la granulome-
tria,de 1 a2 mmparalaly de 0,02 20,1 mm para la II
y en su densidad aparente, 538 g/L y 489 g/L respec-
tivamente [12].

La concentracion de Natugel se calcul6 por la medi-
cién de la consistencia (g/cm?) de un cilindro de gel de
area conocida mediante el método propuesto por
Establier [13], donde se encontrd que existe una co-
rrelacion directa entre la concentracion y la consisten-
cia del gel con un coeficiente de determinacion mayor
de 0,95; como referencia se tomaron las concentracio-

nes de agar mas frecuentemente empleadas en los
medios de cultivo [12].

Los cultivos se desarrollaron en un fotoperiodo de
14 horas luz y a una temperatura de 25 + 2 °C. En la
primera etapa los resultados se evaluaron a los 30
dias de cultivo y en la segunda etapa se realizaron
tres subcultivos cada 30 dias y los resultados se eva-
luaron al final de cada uno para conocer el comporta-
miento del material vegetal en un periodo mas largo
de cultivo.

En cada etapa se evaluaron un total de seis réplicas
por variante con tres repeticiones, los datos obtenidos
se analizaron estadisticamente mediante un ANOVA,
y las diferencias analizadas por la prueba de rangos
multiples de Duncan al 5%.

En todos los casos el pH de los medios fue ajusta-
do a 5,8 en un pH metro digital modelo MV 780
(PRACITRONIC, Alemania), antes de afiadir los agen-
tes gelificantes utilizados. Los medios de cultivo se
esterilizaron en autoclave a 121 °C y 1,2 atm de pre-
sion, durante 20 min.

Los contenidos de nitrégeno, fésforo y potasio de
Natugel se determinaron por el método de digestion
acida en medio sulfénico-perdxido [12].

Resultados y Discusion

En los medios solidificados con Natugel, en ambas
formulaciones, se observé que la turbidez obtenida no
fue excesiva para el cultivo de células y tejidos vege-
tales in vitro. Esto es un aspecto importante si se
tiene en cuenta que es necesario observar las posibles
contaminaciones para su eliminacion. El producto
Natugel, a pesar de dar una coloracion mas amarillenta
a los medios de cultivo, mantiene la transparencia ne-
cesaria. La consistencia del gel formado por el Natugel I,
fue mayor que la del Natugel II.

Se encontro que los contenidos de nitrogeno, fosforo
y potasio fueron extremadamente bajos (N = 0,0084%,
P=0,006% y K =10,013%), por lo que no fue necesario
realizar ningun ajuste en los medios de cultivo [12].

Los resultados obtenidos en la primera etapa indi-
caron que tanto el nimero de nudos como la altura de
las plantulas en ambos explantes, fueron menores en
los cultivos con Natugel I en comparacion con los de
agar pero significativamente menor para la variable
altura y para el nimero de nudos cuando se utilizaron
ap como explantes (Figura 1). Esta respuesta pudiera
deberse a que la consistencia del gel no permitié la
libre difusion de los nutrientes, lo que repercutié en el
crecimiento de los explantes en los medios de cultivo
aunque en menor cuantia para el explante nd. Se plan-
ted que un incremento de la viscosidad del medio pue-
de afectar la eficiencia de los cultivos de tejidos
vegetales porque altera la velocidad de difusion de los
nutrientes, y por ende, la disponibilidad de los com-
ponentes [3].

En relacion con este aspecto estd publicado que la
absorcion de iones inorganicos tales como los nitratos
por las plantulas obtenidas es menor cuando crecen en
medios solidificados con agentes gelificantes, entre ellos,
el agar que cuando lo hacen en medios liquidos [14]. Al
disminuir la concentracion de Natugel en ambas formu-
laciones a4 g/L, los resultados muestran que la consis-
tencia ahora obtenida es adecuada para el 6ptimo
desarrollo de los cultivos de tejidos in vitro. La selec-
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Figura 1. Efecto de la utilizacién del producto Natugel | sobre los
diferentes explantes. Control: un medio solidificado con agar
7%, ap (apices) y nd (nudos). Los valores representan la media
de tres repeticiones. Letras iguales no difieren significativamente
entre si.

cion de una adecuada concentracion del agente gelificante
es sumamente importante ya que evita la induccion de
hiperhidricidad dada por la presencia de hojas defor-
madas, de color verde intenso y peciolos alargados, asi
como deformaciones estructurales de los estomas [15].
Es importante también porque una inadecuada concen-
tracion puede reducir el crecimiento y proliferacion de
los brotes [16].

Al analizar los resultados obtenidos cuando se em-
pled como explante 7d se observo que para ambas varia-
bles evaluadas: niimero de nudos y altura de las plantulas,
no se detectaron diferencias significativas entre las va-
riantes Natugel I, Natugel I/I1 y agar en los dos prime-
ros subcultivos; sin embargo, en el tercer subcultivo el
agar se comportd mejor que el resto de los agentes
gelificantes. En todos los subcultivos evaluados los
valores mas bajos se encontraron al utilizar la variante
Natugel II (Figura 2).

Con el explante ap se observo que en la variable ni1-
mero de nudos no se detectaron diferencias significativas
en las respuestas obtenidas en los sucesivos subcultivos
en la comparacion realizada entre la variante Natugel I/11
y el agar; sin embargo, el comportamiento de la variable
altura de las plantulas fue diferente, en los primeros dos
subcultivos no existieron diferencias significativas y si
se detectaron en el tercer subcultivo (Figura 3). Estos
resultados indican que a pesar de haber un incremento en
la respuesta en el tercer subcultivo en los medios suple-
mentados con agar, el niimero de nudos que se obtuvie-
ron durante todo el periodo de cultivo in vitro no varia
cuando se compara con los valores obtenidos al gelificar
los medios con la mezcla del producto Natugel I/II. Por
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Figura 2. Comportamiento de los indicadores nimero de nudos y altura de las plantulas en sucesivos
subcultivos al utilizar diferentes formulaciones del producto Natugel con el explante nd.Los valores
representan la media de tres repeticiones. Letras iguales no difieren significativamente entre si.

tanto esta formulacion, como agente gelificante, no afec-
ta la respuesta que se obtiene en el crecimiento in vitro
de las plantulas de tomate (Figura 4).

Resultados similares fueron obtenidos en estudios
anteriores realizados por Szabados y colaboradores cuan-
do compararon el efecto de diferentes agentes gelifi-
cantes en los cultivos in vitro de yuca (Manihot
esculenta) si bien diferencias significativas en el peso
fresco y la longitud de los brotes no se encontraron en
el nimero de nudos, por lo tanto el tipo de agente
empleado no afecto la velocidad final de propagacion.
Sin embargo se plantea en otros casos, una inhibicion
de la induccion de yemas axilares con el tipo de agente
gelificante utilizado como en Ranunculus asiaticus,
con la consiguiente afectacion en la propagacion clonal
de esta especie [15].

Conclusiones

« Es posible utilizar el producto cubano Natugel como
agente gelificante en los medios de cultivo de teji-
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Figura 3. Comportamiento de los indicadores nimeros de nudos y altura de las plantulas en sucesivos subcultivos al utilizar diferentes formulaciones del producto Natugel
con el explante ap. Los valores representan la media de tres repeticiones. Letras iguales no difieren significativamente entre si.

dos de tomate cv. Cuba C-2781, sin afectar la res- 5
puesta obtenida in vitro.

» La cantidad de producto Natugel a utilizar es de

a
4 a a a a
24,83 g/L de medio, concentracion equivalente a
4 g/l de agar.
» Las mejores respuestas se obtuvieron cuando se b
utilizé la mezcla de Natugel I/I1 (1:1 m/m), ya que b b
el nimero de nudos no difiere significativamente .
del que se obtiene cuando se solidifican los me-
dios con agar. Existi6 un comportamiento similar
en la respuesta obtenida para ambos explantes 1
utilizados.
ap nd

Numero total de nudos
w

Recomendaciones 0
Debido a l.a importancia que implica contar con un Natugel | B Natugel I/I
agente gelificante cubano que pueda sustituir al agar B Natugel Il W Agar

en los medios de cultivo, se propone continuar estos
estudios con el objetivo de testar el Natugel en otros Fioura 4. NG total de nudos obtenidos durante fodo el
sistemas in vitro como la callogénesis y regeneracion 'gura . Numerolota de nucos obtenicos durante fodo &

. , periodo de cultivo in vitro en las diferentes variantes estudiadas
de plantas, en otros cultivares de tomate, asi COMO  con el explante nd. Letras iguales no difieren significativamente
en otras especies de importancia econdmica. entresi.
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