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RESUMEN

El alto costo del agar ha tornado prohibitivo su uso en laboratorios de fitopatologia y biotecnologia; tal limitacion
exige la busqueda de solidificantes alternativos para facilitar el proceso de investigacion agricola. Se realizaron
ensayos con el objetivo de evaluar dosis de almidén de maiz y de sagu como agentes solidificantes, para susti-
tuir el agar de los medios de papa-dextrosa-agar (PDA). El almidon de maiz (Maizina®) se evalud en las dosis
de 50, 75, 100 y 125 g.L™", y el sagu, almidon de tubérculos de Maranta sp, en las dosis de 60, 70, 80 y 90 g.L™".
Para cada dosis evaluada se utilizd medio litro de la decoccion de papa 'y 20 g de sacarosa por litro del medio de
cultivo. Para ambos ensayos se coloco un tratamiento testigo de PDA. Del aislamiento de S. rolfsii proveniente de
placas de Petri con PDA, se retiraron discos de la periferia de la colonia y se sembraron en las capsulas de Petri
de las dosis evaluadas de almidén de maiz y sagu. El crecimiento radial fue cuantificado a las 24, 48 y 72 horas
posteriores a la siembra del aislamiento del hongo. Se empled el disefio experimental completamente aleatorio,
con cinco tratamientos y cuatro repeticiones. De acuerdo con los resultados obtenidos, la dosis mas promisoria
de almidén de maiz fue la de 125g.L" y para el caso del sagu resulté la de 60g.L'. Ambos almidones pueden ser
aprovechados como fuentes alternativas solidificantes para los medios de cultivo en condiciones de laboratorio.
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Evaluation of cornstarch and sagu on in vitro growth of Sclerotium rolfsii

ABSTRACT

High cost of agar commonly employed in the preparation of culture media has become prohibitive in Venezuela.
This situation requires searching for alternative sources of national origin to facilitate the process of agricultural re-
search. This research was conducted with the aim of evaluating dose of cornstarch and sagu as solidifying agents
to replace agar in potato dextrose agar (PDA) culture medium. Cornstarch obtained from the commercial product
Maizina Americana®, was evaluated at dose of 50, 75, 100 and 125 g/l, and sagu starch obtained from the tuber
Maranta sp at doses of 60, 70, 80 and 90g/I. For all doses was used 15 g of dextrose, 500 cc of the decoction of
200 g of potatoes and 20 g of sucrose per liter of culture medium. For each of the tests a control treatment with
PDA alone was used. Discs were removed from the periphery of the colony from PDA plates with pure isolation of
S. rolfsii and were planted in the petri dishes used to test doses of cornstarch and sagu. The radial growth of the
fungus was quantified at 24, 48 and 72 h after planting. A completely randomized estatistical design was used,
with five treatments, four replications and the experimental unit consisted of four Petri dishes. According to the
results obtained, the most promising cornstarch dose was 125 g/l and, in the case of sagu, was 60 g/l. Both may
be employed as alternative sources for solidifying culture media used in laboratory conditions, particularly for S.
rolfsii.
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INTRODUCCION

El aislamiento en cultivo puro de microorganis-
mos en placas con agar se convirtié en una me-
todologia standard en microbiologia, desde que
Robert Koch y sus colaboradores encontraron
que el agar era un agente gelificante muy efec-
tivo. En investigaciones recientes, se demuestra
que otros agentes solidificantes permiten el cre-
cimiento de algunos organismos que no se pue-
den cultivar en medios con agar (Tamaki et al.
2009). Los agentes solidificantes proveen la fir-
meza al medio e influyen en sus caracteristicas
de difusién (Das et al. 2015). En biotecnologia,
el éxito del cultivo de tejidos vegetales depen-
de primordialmente del medio de cultivo. Este
medio, ademas de poseer los requerimientos
nutricionales de la especie, su efectividad obe-
dece tanto de los ingredientes basicos como de
los nutrimentos, azucares y hormonas contenga
y, de manera particular, del agente solidificante
(Szabados et al. 1993).

El agente solidificante usado de manera tradi-
cional es el agar (Puchooa et al. 1999). Es un
compuesto inerte. Una sustancia coloidal dise-
cada, que proviene de diversas algas rojas, que
es estable a varias temperaturas, no tiene efec-
tos toxicos a la mayoria de los microorganismos,
presenta buena difusion, no es digerida por la
mayoria de las bacterias, es transparente y me-
tabolicamente inerte Por otro lado, su alto precio
ha hecho que su utilizacion sea muy costosa y
debido a su uso generalizado en laboratorios, las
fuentes naturales del agar (Gelidium, Gracillaria
y Pterocladia) estan siendo sobre-explotadas,
por lo que es imperativo buscar agentes solidifi-
cantes alternativos (Basu et al. 2015).

Para el caso especifico del uso de medios en
biotecnologia, donde los volumenes de medio de
cultivo requeridos son altos, se generan eleva-
dos costos y la busqueda de opciones de menor
costo, ha sido uno de los objetivos mas resaltan-
tes en estos experimentos. Tanto Chacoén et al.
(2000) como Szabados et al. (1993) constataron
que Gelrite® y Phytagel® representan una opcion
alentadora como agentes gelificantes y agregan
que el uso del Phytagel®a 1,3 y 1,8 g.L" favore-
ce el crecimiento in vitro de Dioscorea trifida y
D. alata. Por su parte Teixeira da Silva y Tanaka
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(2009), en la propagacion de cuerpos semejan-
tes a protocormos de una orquidea Cymbidium
hibrida, lograron superiores resultados al afia-
dir 4 g.L'" de almidén de maiz y 4 g.L' de agar
en el medio de cultivo en lugar de agar solo
(8 g.L"). También se han utilizado solidifican-
tes alternativos para la conservacion in vitro de
cambur (AAB, subgrupo Mysore), tal como lo
sefalan Agrawal et al. (2010), quienes utilizaron
Isabgol en el medio y obtuvieron una sobrevi-
vencia del 100 % a los 12 meses, comparada
con 79-83 % de agar y 51-57 % de Phytagel,
ademas de una reduccion del 59 % del costo del
medio de cultivo, comparado con agar. Por su
parte, Petrovski y Tillett (2012) sefalan que se
puede reducir el costo del solidificante para el
cultivo de microorganismos al utilizar agar grado
comestible en lugar del agar grado bacteriol6-
gico, comunmente usado en la preparacion de
medios de cultivo en los laboratorios.

Otros agentes solidificantes, como la goma de
xanthano, proveniente de la fermentacion de
la bacteria Xanthomonas campestris, ha sido
utilizada exitosamente, sola o en combinacion
con agar, en la preparacion de medios para el
cultivo de hongos y bacterias y muchos de los
microorganismos evaluados se desarrollaron
mejor en los medios solidificados con xantha-
no solo o xanthano y agar que con agar solo
(Babbar y Jain 2006). Una experiencia simi-
lar reportan Gangotri et. al. (2012) al utilizar la
goma Guar como gelificante en medio de cultivo
de microorganismos. Asi mismo, la goma Katira,
proveniente de la corteza de Cochlopermun
religiosum, ofrecen ventajas en relacion al agar
y puede sustituirlo de forma practica para el cul-
tivo de tejidos vegetales, sin que ésto signifique
disminucion de la calidad del medio de cultivo
(Jain y Babbar 2002).

La alternativa de uso de almidones, como fue
sefalado por Romay et al. (2006) y, mas recien-
te, por Kwoseh et al. (2012), han abierto la posi-
bilidad de emplear estos compuestos, por sus
componentes amilosa y amilopectina (Alarcén y
Dufour 2002). Los granulos de almidon, al ser
calentados entre 55 y 80 °C, absorben agua y
se hinchan, aumentan varias veces su tamano,
y la gelificacion forma una pasta o engrudo que
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aporta consistencia al medio donde se encuen-
tre agregado. Romay et al. (2006), constataron
que el almidén AIM TF-351 podia sustituir al
Phytagel® en la micropropacion de la yuca e in-
dicaron que su valor es ocho veces mas barato
que el Phytagel®; estos resultados indican que
el almidén es una alternativa econémica como
agente endurecedor de los medios de cultivo; sin
embargo, al ser su consistencia viscosa, reco-
miendan no calentarlo sino colocar la cantidad
requerida por el volumen de medio. También se
ha reportado la formacion de un mayor nimero
de brotes en medios gelificados con almidén de
yuca (Maliro y Lameck 2004), probablemente por
el hecho de que el almidén de yuca actua como
una fuente de carbono adicional y de otros su-
plementos idnicos (Onuweme 1982). Otro factor
que parece ser responsable por la respuesta fa-
vorable de los explantes a los almidones vegeta-
les utilizados como gelificantes en los medios de
cultivo, es la ausencia de inhibidores que estan
presentes en el agar (Puchooa et al. 1999).

Por su parte, Kwoseh et al. (2012) utilizaron almi-
don de yuca para solidificar medios para cultivar
los hongos Fusarium oxysporum y Aspergillus
niger y concluyeron que los medios permitieron
tanto el crecimiento como la esporulacion de
los hongos. Ante las posibilidades de uso de los
almidones o alimentos que lo contengan como
agentes solidificantes, esta tecnologia podria
constituirse en una alternativa de uso practico
en medios de cultivo para estudios de biologia
de hongos fitopatdégenos y hacer mas econé-
mica las labores en condiciones de laboratorio.
Basados en los anteriores argumentos, la pre-
sente investigacion se realizd con el objetivo
de evaluar diferentes dosis de almidon de maiz
y sagu como agentes gelificantes del medio
de cultivo. Se utilizd como indicador al hongo
Sclerotium rolfsii, fitopatégeno que causa impor-
tantes pérdidas econdmicas en muchos cultivos
comerciales.

MATERIALES Y METODOS

Sitio experimental

Los experimentos se realizaron en condicio-
nes de laboratorio, en la Clinica Universitaria
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de Diagnostico Agricola (CUDA) adscrita al
Postgrado de Agricultura Tropical del Nucleo
Monagas de la Universidad de Oriente, Campus
Juanico, Maturin, estado Monagas, Venezuela.

Tratamientos

El almidon de maiz obtenido del producto co-
mercial Maizina Americana® de Alfonzo Rivas &
Cia., se us6 como agente solidificante del medio
de cultivo en dosis de 50; 75; 100 y 125 g.L"; vy,
el sagu, almidon obtenido artesanalmente del tu-
bérculo de Maranta sp., se empled en las dosis
de 60; 70; 80 y 90 g.L". Para cada una de las
dosis evaluadas en ambos ensayos, se utilizd
medio litro de la decoccion de 200 g de papa
y 20 g de sacarosa por litro de medio de culti-
vo, conjuntamente con la dosis correspondiente
de almidén de maiz o sagu. Para el testigo, el
medio se prepard con las misma cantidad de la
decoccion de la papa y de sacarosa, pero con
15 g de agar como agente gelificante (PDA).

Preparacién de los medios de cultivo

En un Erlenmeyer de 2 L se colocaron 500 mL
de la decoccion de 200 g de papa, previamente
filtrados en dos capas de gasa, y se le agrego
los 20 g de sacarosa. De acuerdo a la consti-
tucion de los tratamientos se agregaron cada
una de las dosis de almidon, luego se completd
el volumen con agua, a un litro. La mezcla se
mantuvo sobre agitacion constante, a 100 ‘C en
calentador-agitador Orbital PC-351. Los medios
de cultivo fueron vertidos en capsulas de Petri y
colocados en envases porta placas, esteriliza-
dos en autoclave Market Forge a 1,5 libras de
presion y 121 °C por 15 minutos (Rivero et al.
2013).

Cuantificaciones del crecimiento micelial

Durante el periodo de conduccion de los ensa-
yos, con una regla milimetrada, se cuantifico el
diametro de la colonia fungica de S. rolfsii, en
dos dimensiones por el reverso de las placas.
Después de transcurridas 24; 48 y 72 horas de la
siembra del aislamiento de S. rolfsii proveniente
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de placas de PDA, y con el valor promedio de
ambas medidas se calculé el area (cm?) de cre-
cimiento micelial.

Diseio experimental y analisis estadistico

El disefio experimental para ambos experimen-
tos fue el completamente aleatorio, con cinco
tratamientos, cuatro repeticiones y la unidad
experimental constituida por cuatro capsulas de
Petri. Las evaluaciones se realizaron a las 24,
48 y 72 horas, en unidades experimentales inde-
pendientes en el tiempo.

Los valores provenientes de la variable area de
crecimiento del aislamiento fungico de S. rolfsii,
fueron examinados mediante analisis de varian-
za y sus promedios comparados por la prueba
de Tukey al 5 % de probabilidad. Previo al ana-
lisis de varianza, los valores cuantificados se
exploraron por el programa estadistico Infostat
versioén 2017 (Di Rienzo et al. 2017) en relacion
a la normalidad de los errores por la prueba de
Shapiro Wilk y la de homogeneidad de varianza
de Bartlett, respectivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

En ambos experimentos se cumplieron los su-
puestos de normalidad de los errores y de ho-
mogeneidad de varianza correspondientes a las
pruebas de Shapiro-Wilk y de Bartlett, para rea-
lizar en analisis de varianza paramétrico.

Almidon de maiz

De manera general, a las 24 horas después de la
siembra del aislamiento de S. rolfsii se observé
la mayor area de crecimiento del hongo en el tra-
tamiento con la mayor concentracion de almidén
de maiz. En este, el crecimiento en PDA con-
vencional no superaba al crecimiento del hongo
en las dosis de 60 y 75 g.L". A las 48 horas se
mantuvo la misma tendencia observada las 24
horas, en relacion a la dosis mas elevada; sin
embargo, el crecimiento en area de la colonia de
S. rolfsii en PDA supera las tres primeras dosis
(50; 75y 100 g.L"). Alas 72 horas el area que se
colonizé por el hongo, en el PDA, supera numé-
ricamente a todas las dosis del almidon de maiz.

En el anadlisis de varianza (Cuadro 1) se cons-
taté diferencias entre tratamientos para las 24 y
72 horas en el crecimiento del area colonizada
por S. rolfsii; mientras que, no se detectod dife-
rencias entre los tratamientos a las 48 horas.
Se observé (Cuadro 2) que a las 24 horas des-
pués de la siembra (HDS), del aislamiento de S.
rolfsii, en el tratamiento con la dosis de 125 g.L"
la mayor area de crecimiento y difiere de las
demas. Los otros tratamientos que presentaron
menores areas colonizadas por el patdgeno son
estadisticamente similares entre si por la prueba
de Tukey a 5 % de probabilidad.

A las 48 horas, se mantuvo tendencia numé-
rica similar a la observada a las 24 horas de

Cuadro 1. Resumen del andlisis de varianza de la variable diametro de la colonia a las 24;
48 y 72 horas después de la siembra en los medios de cultivo con las dosis de

almidén de maiz.

Cuadrados Medios

Grados
Fuente de de Horas
variacion libertad
24 48 72
Tratamientos 4 11,12** 178,60 "s 749,63**
Error 15 3,53 85,40 188,84**
CV (%) 30,01 34,87 36,00

Significativo a 1 % de probabilidad por la prueba de F; y NS=no significativo.
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Cuadro 2. Valores promedios para las areas de crecimiento del aislamiento de
Sclerotium rolfsii en las diferentes dosis de almidén de maiz comparadas por
la prueba de Tukey a 5 % de probabilidad.

Tratamientos

Tiempo de cuantificacion (horas)

(Maizina? g.L™")

24 48 72
50 413 ¢c 16,57 a 2417Db
75 6,40 b 2599 a 25,99ab
100 6,09 bc 25,70 a 36,67 ab
125 8,79 a 34,95 a 48,88 ab
PDA' 5,89 bc 29,27 a 55,15 a

"Medio de cultivo constituido de 200 g de papa, 15 g de agar y 20 g de sacarosa por litro
de agua y en el medio de cultivo con maizina? este componente sustituyé al agar en cada una

de las dosis indicadas.

crecimiento de la colonia fungica, donde la
mayor area colonizada correspondi¢ al trata-
miento con 125 g.L", pero estadisticamente no
se detectaron diferencias entre los tratamientos.
Para el caso de la evaluacion de las 72 horas,
el tratamiento con PDA presentd la mayor area
colonizada vy, estadisticamente, entre los trata-
mientos estudiados solo difirié de la dosis de 50
g.L"; los demas tratamientos son estadistica-
mente similares entre si por la prueba de Tukey
a 5 % de probabilidad.

Sagu

De manera general, se puede observar en el
Cuadro 4 que a las 24 horas del aislamiento de
S. rolfsii, entre los medios de cultivo, el trata-
miento con la mayor area de crecimiento fue la
dosis de 70 g.L"; el tratamiento de 80 g.L" pre-
senté el menor crecimiento. A las 48 horas se
observa que el mayor crecimiento de la colonia
fungica ocurrio en la dosis de 60 g.L." y el menor
crecimiento de la colonia se presenta en la dosis
de 80 g.L". A las 72 horas el mayor crecimiento
se constata en el tratamiento control (PDA) y el
menor en el tratamiento de 70 g.L".

Por el analisis de varianza (Cuadro 3) se consta-
to diferencias entre los tratamientos, en los tres
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momentos de cuantificacion del area colonizada
por el hongo, en las capsulas de Petri.

En relacion a la comparacion de los valores pro-
medios por la prueba de Tukey al 5 % de pro-
babilidad (Cuadro 4) se observé a las 24 horas
los tratamientos sagu 60 y 70 g.L' presenta-
ron el mayor crecimiento del aislamiento de S.
rolfsii; estos fueron similares entre si y difieren
de los demas. El tratamiento constituido por el
PDA present6 un comportamiento estadistico in-
termedio en relacion al crecimiento del hongo,
que también difiere de los demas. Finalmente,
el grupo formado por los tratamientos con 80 y
90 g.L" que son similares entre si, difieren de los
demas y presentan la menor area de crecimien-
to de la colonia fungica de S. rolfsii.

A las 48 horas se observé que los tratamientos
con sagu a 60 g.L'y el PDA presentaron las
mayores areas de crecimiento del aislamiento
fungico; estos fueron estadisticamente similares
entre si y difieren de los demas, mientras que
el tratamiento correspondiente a la dosis de 90
g.L" formé un grupo intermedio de area coloni-
zada; finalmente, las dosis de 70 y 80 g.L" son
similares entre si y presentan las menores areas
de crecimiento de la colonia fungica.
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Cuadro 3. Resumen del andlisis de varianza de la variable areas de crecimiento de las
colonias de Sclerotium rolfsii, a las 24; 48 y 72 horas después de la siembra en
los medios de cultivo con las dosis de sagu.

Cuadrados Medios

Fuente de Grados
variacion de Horas
libertad
24 48 72
Tratamientos 4 0,50** 130,81** 667,62**
Error 15 0,02 17,53 44 31
CV (%) 8,08 14,86 16,22

Significativo a 1 % de probabilidad por la prueba de F.

Cuadro 4. Valores promedios para las areas de crecimiento del aislamiento de Sclerotium
rolfsii en las diferentes dosis de sagl comparadas por la prueba de Tukey a 5 %
de probabilidad.

Tratamientos Tiempo de cuantificacion (horas)
(sagu g.L") 24 48 72
60 2,07 a 35,29 a 51,27 a
70 2,15 a 23,30 b 25,89b
80 1,26 ¢ 21,38 b 27,82b
90 141c¢c 30,14 ab 44,35 a
PDA' 1,75b 30,71 a 54,60 a

"Medio de cultivo constituido de la decoccion de 200 g de papa, 15 g de agar y 20 g de sacarosa por
litro de agua. En el medio de cultivo empleando sagu,el agar fue sustituido por las dosis indicadas.

A las 72 h se observo la formacién de dos gru- Los resultados estadisticos de esta investiga-
pos estadisticos por la prueba de Tukey a 5 % cién consolidan que hasta las 72 h el area de
de probabilidad, el primero formado por los tra- crecimiento de la colonia de S. rolfsii hubo simi-
tamientos con las dosis de 60 y 90 g.L-' de sagu litud entre el tratamiento PDA (testigo) y la dosis
y el PDA (Testigo), con los mayores valores de de 125 g.L'' de almidén de maiz. Esa dosis siem-
area colonizada y similar entre si. Por el otro pre estuvo entre los mejores tratamientos en las
lado, el segundo grupo constituido por los tra- evaluaciones realizadas a 24 y 48 h en area de
tamientos con 70 y 80 g.L-" que presentaron las crecimiento del fitopatégeno. Para el caso del
menores areas de crecimiento, similares entre sagu, la dosis de 60 g.L' de forma consistente
si y diferentes de los demas. No se observé nin- superd en area de crecimiento en las dos pri-
guna variacion visible en las caracteristicas de meras evaluaciones (24 y 48 h) al tratamiento
las colonias fungicas en las diferentes dosis de PDA y, de manera similar a las 72 h fue estadisti-
sagu evaluadas. camente similar al testigo PDA. Estos hallazgos
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consolidan la efectividad de uso del almidon
de maiz y del sagu como gelificantes, mas aun
cuando S. rolfsii exhibié un crecimiento normal
durante el periodo de evaluacion en todos los
tratamientos.

La alternativa de uso del almidon de maiz y del
sagu como agentes solidificantes ofrecen una
opcioén en laboratorios donde se emplea con fre-
cuencia medios de cultivos, tanto en estudios de
naturaleza fitopatoldégica como biotecnoldgica,
siendo el primero un almidon manufacturado y el
otro un almidén extraido artesanalmente de un
tubérculo. Los resultados de estos ensayos, al
igual que los obtenidos por Mateen et al. (2012)
con la goma Guar, producto veinte veces mas
barato que el agar, que permitié la formacién
de un mayor numero de esporas de los hongos
Alternaria solani y Trichoderma harzianum vy el
crecimiento de colonias de mayor diametro de
Alternaria alternata y T. harzianum que el agar,
sefialan la posibilidad de utilizar otros gelifican-
tes alternativos para el cultivo de hongos fito-
patdgenos in vitro. Sin embargo, Puchooa et
al. (1999) encontraron que el almidén de maiz,
a una dosis de 90 g.L", indujo la formacion del
menor numero de brotes y el peso fresco y seco
mas bajo de explantes que los otros gelificantes
utilizados en el ensayo de cultivo de tejidos de
tabaco.

Kuria et al. 2008 resaltan la importancia de uti-
lizar almidones como gelificantes de medios de
cultivo para micropropagacion, debido a su bajo
costo comparado con el agar, disponibilidad en
paises de bajos recursos. Senalan que la menor
fuerza gelificante de los almidones puede re-
solverse incrementando la dosis del almidon,
agregando agar en bajas concentraciones o
modificando la composicion quimica de los almi-
dones para incrementar su fuerza solidificante.
Estos investigadores destacan la necesidad de
continuar las investigaciones en el uso de este
compuesto, como solidificante de medio de cul-
tivo. Ante la posibilidad de uso de los almidones
o alimentos que los contengan y que actuarian
como agentes gelificante, se abre otra alterna-
tiva valida y de uso practico en condiciones de
laboratorio para paliar los elevados costos que

implican el empleo del agar, componente impor-
tado, como agente solidificante en los medios de
cultivo.

CONCLUSIONES

Tanto el almidon de maiz (Maizina) como el sagu
pueden ser empleados como fuentes solidifican-
tes alternativas para los medios de cultivo em-
pleados en condiciones de laboratorio, en rela-
cion al crecimiento de la colonia de S. rolfsii.

La dosis de almidon de maiz mas promisoria fue
125 g.L' y para el caso del sagu fue 60 g.L".
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