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RESUMEN
El objetivo de la presente investigacion fue Evaluar el efecto de diferentes
concentraciones de almidon de céscaras de papa (Solanum tuberosum), yuca
(Manihot esculenta) y camote (Ipomoea batatas) como agentes gelificantes
alternativos en la micropropagacion in vitro de segmentos nodales de aguaymanto
(Physalis peruviana l.). En primera instancia se evalué el efecto de diferentes
concentraciones de extractos de almidon previamente tratados en proporciones
equivalentes al 5% ,10% y 15% en el desarrollo de explantes de aguaymanto a los
15 y 30 dias de crecimiento. Se pudo observar un mayor indice de sobrevivencia
utilizando almidon de papa y yuca a concentraciones mas bajas, los medios con
almidon de camote no presentaron sobrevivencia mayor al 60%. Los resultados en
funcién del crecimiento de explantes y el nimero de hojas presentaron valores
estadisticamente similares al medio control, cuando se utilizd proporciones de
almidon de yuca o papa al 5%. Se realiz6 un disefio factorial completo 22 para
evaluar el efecto de proporciones individuales y combinaciones de almidén de yuca
y papa a diferentes concentraciones en el desarrollo de Physalis peruviana I. Las
combinaciones de ambos extractos no mostraron diferencias estadisticas
significativas bajo las concentraciones probadas, sin embargo, los medios a
concentraciones individuales de almidon de yuca al 5% se mostr6 como la
proporcion mas adecuada para el desarrollo de explantes de Physalis peruviana |.
Finalmente se concluye que el almid6n de yuca en proporciones equivalentes al 5%
puede ser un potencial sustituto como agente gelificante para medios de

propagacion vegetativa in vitro.

Palabras clave: Micropropagacion, invitro, Aguaymanto



ABSTRACT

Plant tissue culture is a widely used technique in micropropagation, however,
the complexity of some of these technologies and added to it the high cost of its
implementation caused by the high price of the gelling agent, agar, representa
critical point for Its use. The objective of this research was to evaluate the effect
of different concentrations of starch from potato peels (Solanum tuberosum),
cassava (Manihot esculenta) and sweet potato (Ipomoea batatas) as alternative
gelling agents in the in vitro micropropagation of aguaymanto nodal segments
(Physalis peruviana 1.). In the first instance, the effect of different
concentrations of previously treated starch extracts in proportions equivalent to
5%, 10% and 15% on the development of aguaymanto explants at15 and 30 days
of growth was evaluated. A higher survival rate could be observed using potato
and cassava starch at lower concentrations, the media with sweet potato starch
did not present survival greater than 60%. The resultsbased on the growth of
explants and the number of leaves presented statisticallysimilar values to the
control medium, when proportions of 5% cassava or potatostarch were used. A
full factorial design 22 was performed to evaluate the effectof individual
proportions and combinations of cassava and potato starch at different
concentrations on the development of Physalis peruviana |. Thecombinations
of both extracts did not show statistical differences under the concentrations
tested, however, the media at individual concentrations of 5% cassava starch
was shown to be the most suitable proportion for the development of explants
of Physalis peruviana |. Finally, it is concluded that cassava starch in
proportions equivalent to 5% can be a potential substitute asa gelling agent for

in vitro vegetative propagation media.

Keywords: Micropropagation, invitro, Aguaymant



l. INTRODUCCION

La micropropagacion es una de las aplicaciones de la biotecnologia mas generalizadas
del cultivo in vitro, consiste en la propagacion de plantas en un ambiente artificial
controlado con el empleo de un medio de cultivo (Olmos et al., 2010). Este
procedimiento implica que cada una de las plantas propagadas posean caracteristicas

similares a las de la planta donante del explante (George, 2008).

Pero el problema se encuentra en que en este tipo de técnica de propagacion tiene un
costo mayor que la propagacién convencional de plantas, ya que la micropropagacion
es una operacion de capital intensivo (Bhojwani y Dantu 2013). Por lo que es
importante la busqueda de alternativas para reducir costos en los materiales que se usan
para la produccion de plantas in vitro, por ejemplo, un compuesto que pueda sustituir
a los gelificantes para reducir los costos de produccion de las plantulas y de esta manera

sean mas accesibles.

Uno de los aspectos mas importantes que se debe tomar en cuenta al realizar un medio
de cultivo es elegir el componente gelificante, ya que este es muy costoso. Existen
distintos gelificantes usados para medios in vitro tales como Agar, Agarosa, Carregina,
Alginato, Phytagel® y Gelrite® (Herrera et al. 2013). Estos gelificantes pueden ser

reemplazados parcialmente por almidones.

Los gelificantes deben tener algunas propiedades deseables para uso en medios de
cultivo. Entre estos se encuentran que deben ser inertes para no afectar el desarrollo de
los explantes, soportar la esterilizacion por la autoclave, debe ser liquido cuando el
medio de cultivo est4 caliente para poder dispensar en los recipientes (Bhojwani y
Dantu 2013). Ademas, no debe reaccionar con los compuestos del medio y debe

solidificar el medio de cultivo a temperatura ambiente (Sharry et al. 2015).

Por tanto, se propone emplear el almidon de las cascaras de papa (Solanum tuberosum),
cascaras de yuca (Manihot esculenta), y cascaras de camote (Ipomoea batatas). Que
son consideradas sin valor en la industria ya que son desechos organicos no utilizables
, el cual contiene almidon, un polvo fino y sin sabor, de " excelente textura *, que da

mayorviscosidad que los almidones de trigo o de maiz.



1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de las diferentes concentraciones de almidén de cascaras de papa
(Solanum tuberosum), yuca (Manihot esculenta) y camote (Ipomoea batatas) como
agente gelificante en la micropropagacion in vitro de segmentos nodales de aguaymanto

(Physalis peruviana 1.)”

1.1.2. Objetivos especificos

e Evaluar el efecto de las diferentes concentraciones de almidéon de la cascara de
papa (Solanum Tuberosum) sobre la micropropagacion in vitro de segmentos
nodales de Aguaymanto (Physalis peruviana l.) al 5%, 10% y 15%.

e Evaluar el efecto de las diferentes concentraciones de almidon de la cascara de
yuca (Manihot esculenta) sobre la micropropagacion in vitro de segmentos
nodales de Aguaymanto (Physalis peruviana l.) al 5%, 10% y 15%.

e Evaluar el efecto de las diferentes concentraciones de almidon de la cascara de
camote (Ipomoea batatas) sobre la micropropagacion in vitro de segmentos
nodales de Aguaymanto (Physalis peruviana 1.) al 5%, 10% y 15%.

e Evaluar las diferentes combinaciones del almidén de las cascaras de papa
(Solanun Tuberosum), yuca (Manihot esculenta) y camote (Ipomoea batatas)
sobre la micropropagacion in vitro de segmentos nodales de Aguaymanto
(Physalis peruviana) al 5 %, 10% y 15%.

1.2. HIPOTESIS

El almidon de cascara de yuca (Manihot esculenta) a una concentracion de 5 % en medio
MS lograria un mayor rendimiento en la micropropagacion a través del crecimiento de
segmentos nodales in vitro de Aguaymanto (Physalis peruviana I), respecto a los demas

almidones de cascara de camote (Ipomoea batatas) y papa (Solanun Tuberosum ).



1. MARCO TEORICO

2.1 Aguaymanto (Physalis peruviana L.)

2.1.1 Descripcién

El cultivo del aguaymanto (Physalis peruviana L.) ha sido cultivado por muchas
décadas a lo largo de los Andes Americano. Se trata de una plata herbécea erecta,
perenne en zonas tropicales y anula en zonas temperadas. Puede alcanzar una
altura de entre 0.6 a 0.9 metros, sin embargo, se han registrado casos en los que
Ilega a alcanzar 1.8 metros. Las ramas son acanaladas y a veces de color violaceo.
Hojas opuestas, alternadas de forma acorazonada midiendo de 6-15 cm de
longitud y 4-10 de ancho. Presenta flores amarillas en forma de campanas, con
corolas campanuladas de color morado marron. Los frutos son bayas de color
naranja-amarillo de forma globosa y de 1.5-2 cm de diametro con un sabor
peculiar agridulce de buen gusto, protegidos por un caliz no comestible de textura
papiracea. (Bean, 2006).

2.1.2. Composicion fisicoquimica y valor nutricional del aguaymanto
(Physalis peruviana L.)

El aguaymanto es una excelente fuente de vitamina A (1,1 mg/100 de g) y vitamina
C (28 mg/ 100 de g), que contribuye a la salud de la piel. La fruta es muyrica en
fosforo (39 mg/100 de g), ayuda a prevenir la osteoporosis, y en hierro (1,2mg/100
de g), un mineral esencial para la formacion y purificacion de la sangre yque es
deficiente en numerosas mujeres embarazada. Asi mismo ayuda a eliminar
albumina de los rifiones. En su estado maduro tiene un sabor agridulce dejando en

el paladar un aroma muy agradable .Martinez C. (2010)

2.1.3. Produccion del aguaymanto en el Peru

El cultivo de aguaymanto en el Perl ha aumentado paulatinamente en el 2008 fue
de 8 toneladas por hectarea por afio (Tn/h/afio), aumentando a 16 Tn/ha/afio en el
2011; es decir en este periodo la produccién nacional se duplicado como
consecuencia del incremento en el area sembrada, esta mejora en la productividad
se debid al uso de controladores bioldgicos y a la implementacion de sistemas
detutoreo. (Schreiber, 2012).

La estacionalidad en la sierra se encuentra entre los meses de abril a junio,
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mientras que en la costa la cosecha se concentra en octubre a noviembre. Bajo
buenas condiciones de cultivo, los frutos de la primera cosecha son los mas
grandes. Se puede obtener un rendimiento de 20-33 Tn/ha. La cosechaempieza
después de siete a nueve meses después de la primera siembra. (Schreiber, 2012).

2.2. Papa (Solanum tuberosum)
2.2.1. Descripcion

La papa (Solanum tuberosum) es un alimento de consumo baésico, el cuarto de
mayor ingesta en el mundo, que, por sus caracteristicas sensoriales, sabor y color
neutro, puede ser parte de una alimentacion saludable y variada. Cada unidad se
encuentra conformada por tres partes principales: piel, cascara y zona medular.
Esta Gltima se constituye fundamentalmente de tejido parenquimatoso, reservara

por excelencia almiddn, y por ende de energia (Borba, 2008).

2.2.2. Composicion quimica y valor nutricional de la papa (Solanum
tuberosum )

En la papa se encuentran componentes nutritivos (energia, macro y
micronutrientes) y componentes no nutritivos (agua, celulosa, hemicelulosa,
pectina, glucoalcaloides, &cidos organicos, enzimas, entre otros minoritarios).
Luego de su cosecha los tubérculos contienen en promedio 80% de agua y 20%
de materia seca (60% de esta corresponde a almidén). Los componentes o factores
como la variedad el suelo, clima e y las condiciones de cultivo .Las enfermedades,
las plagas,la duracion de los ciclos productivos también afectan. De igual manera
la composicion se modifica con la preparacion a nivel casero y con su

procesamientoa nivel industrial (Handbook, 2 012).
2.2.3. Cascara de papa (Solanum tuberosum)

Los residuos de cascara de papa son una preocupacion constante en las plantas
procesadoras de este tubérculo, generando la necesidad de buscar alternativas
funcionales y ecoldgicas para solventar este problema. Este subproducto es
denominado como desperdicio de valor cero en las industrias, aunque en estudios
recientes se han descubierto algunas propiedades que podrian ser aprovechadas
para incluirse como extensor en el desarrollo de la investigacion (Arapoglou et al.
2010).



Segun Chang, en el 2011, anualmente se generaban alrededor de 70 a 140 mil
toneladas de cascara de papa en el mundo, atribuyendo gran parte de esta
generacion de residuos a los productos procesados como las papas fritas, los chips,
los purés, alimentos congelados y entre otros. La cascara de papa es una fuente
potencial de componentes funcionales y bioactivos, no solamente reconocida por
su capacidad antioxidante, sino también por sus pigmentos, fibra dietética,
vitaminas y minerales; por estas razones se recomienda el consumo de este
subproducto, ya que, los antioxidantes neutralizan los radicales del cuerpo y
ayudan a reducir los efectos del estrés oxidativo (Teow et al. 2007).

2.3. Yuca (Manihot esculenta Crantz)

2.3.1. Descripcion

La yuca (Manihot esculenta Crantz), pertenece a la clase Dicotyledoneae, subclase
Archichlamydeae, orden Euphorbiales, familia Euphorbiaceae, tribu Manihotae,
género Manihot y especie esculenta. Es una planta que puede perder mucha agua
a través de las estomas por unidad de didxido de carbono; por esta razon, se le
clasifica como tipo C-3 de fotosintesis. Su division fasica de fotosintatos le permite
distribuir los productos de la fotosintesis uniformemente a través de la planta
durante su ciclo de vida. (Ceballos y Cruz 2002).

Existen mas de 6.000 variedades de yuca diferentes en sus caracteristicas
bioldgicas y 20.000 accesiones distribuidas en los bancos de germoplasma a nivel
mundial Franco (2007), Ceballos y Cruz (2002). Las caracteristicas bildgicas de la
yuca se ven afectados por el medio ambiente donde crecen ya que son sometidas a
diferentes interacciones o dindmicas de factores como son biéticos tales como (
(microorganismos, animales superiores e inferiores y otras especies vegetales) y
factores abidticos (clima y suelo), por lo cual la combinacién de estas provoca
variabilidad genética Franco (2007), Ceballos y Cruz (2002).

2.3.2. Composicion quimica y nutricional de la yuca (Manihot esculenta
Crantz)

La yuca es un alimento con un aporte discreto a nivel nutricional. Buena parte de
su composicion es agua, hidratos de carbono y fibra, y aunque no posee grandes
cantidades de micronutrientes, es rica en vitamina C, vitamina B1, manganeso o

potasio.



2.3.3. Cascara de yuca (Manihot esculenta Crantz)

La cascara de yuca es un subproducto que se obtiene de la utilizacion de la raiz de
yuca, tanto en alimentacién humana directa como en la industrializacion

(obtencién de almiddn). Buitrago (1990) afirma que la cascara de yuca representa
entre el 15 a 20% del peso total de la raiz y su calidad es bastante uniforme,
conteniendo mayor proporcion de proteina, grasa, fibra y minerales que la pulpa;
y que, al secar y transformar en harina, es un insumo energético que puede ser
empleado en la alimentacion de cerdos. Sefiala también que la cascara de yuca, en
base seca, aporta 2,20 mcal/kg de energia digestible, 5,3% de proteina y niveles
relativamente altos de fibra (14%). Es deficiente en lisina (0.1%) y metionina-
cistina (0.06%) los valores de calcio y fosforo son de 0.90 y 0.30%,
respectivamente.

2.4. Camote (Ipomoea batata)

2.4.1. Descripcién

El camote (Ipomoea batata) o batata es una planta dicotiledénea rastrera de la
familia Convolvulaceae; sus raices son ricas en almidén (Tincopa, 2010). Esta
planta herbacea presenta un tallo pubescente de color verde, verde bronceado y
pUrpura, con una longitud de hasta 1 m; las hojas tienen formas y colores variables
incluso en una misma planta. Las flores tienen forma de copas o campanillas,
agrupadas en inflorescencias de tipo racimo; la raiz es la parte comestible del
camote y posee un sabor dulce muy agradable. El color de la cascara varia de
blanquecino a amarillo y la pulpa oscila entre el amarillo, anaranjado, morado y
blanco segun la variedad (Benavides, 2011).

2.4.2. Produccion y uso del camote (Ipomoea batata)

En el Per(, el camote se siembra en la costa, selva y parte de la sierra .En los
altimos afios las cosechas de camote fueron de agricolas), con un volumen de
produccién de 190 mil a 224 mil toneladas (0.3% del VBP agricola) y un
rendimiento promedio de 16 t/ha. (I1ICA. 2015)

En los valles de Lambayeque y La Libertad registran 2,300 hectareas, con un
aporte de 25 mil toneladas para el mercado regional del norte.

El Per( posee ventajas comparativas frente a los paises vecinos, ya que puede
producir camote durante todo el afio y a bajo costo. La totalidad de la produccion
de camote se destina para el consumo interno, especialmente a la ciudad de Lima
metropolitana, donde se consume 132,000 toneladas por afio. En los ultimos afios
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se ha iniciado la transformacion de camote en harina y almidon y la exportacion
de camote fresco, también se realizan investigaciones para el uso de harina y puré
de camote como sucedaneo de la harina de trigo en la elaboracion del pan,
existiendo la posibilidad de procesar el camote para su incorporacion indirecta en
la dieta, bajo las formas como jarabes azucarados, bebidas alcoholicas, colorantes
para alimentos, asi como obtencidn de enzimas y proteinas de la hoja y finalmente
para la produccion de almidon y alcohol a nivel industrial. Narvéez, E. (2013).
Por lo tanto el almidon es una materia prima con un amplio campo de aplicaciones
que van desde la imparticion de textura y consistencia en alimentos hasta la
manufactura de papel, adhesivos y empaques biodegradables .Debido a que el
almidon es el polisacarido mas utilizado como ingrediente funcional (espesante,
estabilizante y gelificante) en la industria alimentaria, es necesario buscar nuevas
fuentes de extraccion ya que con una produccion mundial de 48,5 millones de
ton/afio, existe una demanda insatisfecha del mismo. A partir del almidon se
obtienen distintos derivados, como: glucosa, dextrinas y almidones modificados,
todos ellos ampliamente usados en la elaboracion de un gran nimero de alimentos
incluso en muchas otras industrias de productos no comestibles. Roquel, M. (2008)
Dependiendo del almidén y de la modificacién realizada al mismo, se cuenta con
materia prima para una amplia gama de aplicaciones, de acuerdo con las
propiedades funcionales que se busquen; que sean espesantes, que den
consistencia, que regulen la textura, que sean adherentes o ligantes, que actlen
como agentes floculantes, como aglomerantes 0 como anti humectantes, y otras
entre las industrias que se ven favorecidas por dichas aplicaciones estan:
panificacion, confiteria, manufactura de bebidas, elaboracion de salsas, aderezos,
productos cérnicos y lacteos, alimentos para bebe, jarabes, medicamentos y
textiles. Los almidones modificados presentan mas propiedades funcionales que
los naturales, por lo que generalmente se emplean mas en la industria. Roquel, M.
(2008)
2.5 El almidén

2.5.1 Definicion

El almidén es una sustancia de reserva alimenticia predominantemente en las
plantas y se presenta como complejas particulas discretas o granulos. Los granulos
de almidén se forman en los amiloplastos. Estos granulos son simples o

compuestos y consisten en capas concéntricas o0 excéntricas de densidad variable.



Sobre la base de los experimentos de difraccion de rayos X, los granulos de
almidon tienen un caracter semicristalino, que indica un alto grado de orientacion
de las moléculas de glucano. Alrededor del 70 % de la masa de un granulo de
almidon se considera amorfo y 30 % como cristalino. Las regiones amorfas
contienen la cantidad principal de amilosa, pero también una parte considerable
de la amilopectina. Las regiones cristalinas consisten principalmente en
amilopectina (Chen et al., 1996). Segin Badui (2013) el almiddn se encuentra en
cereales, tubérculos y en algunas verduras y frutas como polisacarido de reserva
energética, su concentracion varia segun el estado de madurez del vegetal, se
encuentra en pequefios crepusculos discretos que reciben el nombre de granulo,
en el tejido vegetal, estos ejercen una presion osmaética muy baja con lo que la
planta almacena grandes cantidades de glucosa de una manera muy accesible sin
romper el balance de agua interior. El tamafio y la forma del granulo son
caracteristicos de cada especie botanica. En un mismo cereal se distinguen varios
tipos de granulos; en general los que se encuentran en la zona mas exterior del

endospermo son poliédricos, mientras que los del interior son redondos.

2.5.2. Caracteristicas quimicas del almidén

Desde el punto de vista quimico, el almidon es una mezcla de dos polisacaridos
muy similares, la amilosa y la amilopectina. En general, los almidones contienen
mas amilopectina que amilosa, la mayor parte de los almidones contienen entre 26
y 29 %. La relacion entre amilosa y amilopectina estd gobernada por factores
genéticos, y puede ser influida por técnicas de reproduccion de vegetales. El
granulo de almidon consiste generalmente en varias capas, colocadas alrededor de
una regién central Ilamada nucleo. Sorprendentemente, se sabe poco de la
disposicion de las moléculas de amilosa y amilopectina dentro del granulo del
almidon. Al microscopio de polarizacion se observa el clasico esquema de la “cruz
de malta”, caracteristico delos materiales birrefringentes (Coultate, 1998). Segun,
Biliaderis (1991) el almidon debe mucho a su funcionalidad (por ejemplo, como
un agente espesante,sabor carrier y aglutinante en aplicaciones relacionadas con la
alimentacion) a losdos principales componentes carbohidratos de peso molecular
derecho, amilosa y amilopectina, asi como a la organizacion fisica de estas

macromoléculas en la estructura granular.



2.5.2.1. Amilosa

Es la condensacion de glucosas por enlaces glucosidicos a (1, 4), que establece
largas cadenas lineales con 200 - 2500 unidades y pesos moleculares hasta de un
millén y tiene la facilidad obtener una conformacion tridimensional helicoidalen
la que cada vuelta de la hélice consta de seis moléculas de glucosa (Badui, 2013,
p. 94 - 96). El interior de la hélice contiene atomos de hidrogeno, y por tanto
lipofilico, mientras que los grupos hidroxilo estan situados en el exteriorde de la
hélice (Fennema, 200, p. 229). El tamafio molecular de la amilosa es variable,el
grado de polimerizacion en almidon de trigo es entre 500 y 6000, mientras queen
papas puede hasta 4500 (Belitz, Grosch y Schieberle, 2009)

Los almidones con alto contenidos de amilosa producen geles mas firmes y claros,
asi como, mayores propiedades de retrogradacion y formacion de peliculas
(Espinosa, 2008).

2.5.2.2 Amilopectina

La amilopectina es un polimero ramificado de unidades de glucosa unidas en 94
— 96 % por enlaces a (1, 4) y en un 4 — 65 % con uniones a (1, 6). Dichas
ramificaciones se localizan aproximadamente a cada 15 - 25 unidades de glucosa
(Guan y Hanna, 2004). La amilopectina es una molécula muy grande y altamente
ramificada, con enlaces de ramificacion que constituyen alrededor del 4 — 5 % del
total de enlaces. Las ramas de las moléculas de amilopectina toman la forma de
un racimo y se presentan como doble hélice. La amilopectina estd presente en
todos los almidones, constituyendo alrededor del 75 % de los almidones més
comunes. Algunos almidones estan formados exclusivamente por amilopectina, y
se les conoce como almidones céreos. EI maiz céreo, primer grano reconocido
como tal en el que el almiddn esta formado solo por amilopectina, se llama asi
porque cuando se corta el grano la superficie que aparece es de aspecto vitreo o
cereo (Fennema, 2000, p. 229).

La amilopectina cuando se calienta en agua forma una solucién transparente,

altamente viscosa, pegajosa y cohesiva. A diferencia de la amilosa, no hay



tendencia a la retrogradacion. Existe fendmenos de envejecimiento ni gelificacion,
excepto en concentraciones muy elevadas (Belitz, et al., 2009). Segun, Badui
(2013) algunos cereales como el maiz, el sorgo y el arroz, tienen variedades
[lamadas ““céreas” que estan constituidas Gnicamente por amilopectina,hay otras
que tienen hasta 90 % de amilosa. La concentracion de estos dos polimeros esta

regida por factores genéticos.

2.6. Micropropagacion

El término de propagacion in vitro o micropropagacion se utiliza para referirse al
establecimiento, multiplicacion y posterior enraizamiento in vitro de brotes (Bon
et al. 1998). Por este tipo de procesos se puede generar grandes cantidades de
platas que no necesariamente producen semillas (Gonzalez y Martin, 2011;
Ranganathan y Uthayasooriyan, 2016), estosin afectar a las poblaciones cuyo
namero de individuos es muy bajo ya que requieren de un material de partida muy
reducido (Iriondo 2001)

2.6.1. Métodos de micropropagacion
2.6.1.1. Cultivo de brotes

El término cultivo de brotes se refiere a cultivos iniciados a partir de explantes
que tienen un brote meristematico intacto, cuya finalidad es la multiplicacion de
brotes por la formacién repetida de ramas axilares. Este proceso sirve como
explante para proliferacion repetida; los brotes cortados se enraizan finalmente
para formar plantulas que pueden crecer in vivo (George, 1993).

2.6.1.2. Cultivo de nudos simples o maltiples
El cultivo de un Gnico nudo es otra técnica que puede utilizarse para propagar
algunas especies de plantas a partir de yemas axilares, en la iniciacion de un
cultivo a partir de estos nudos se puede observar un crecimiento de brotes en
longitud, mostrando mas claramente los entrenudos (George, 1993).
2.6.2. Etapas de la micropropagacion

2.6.2.1. Etapa 0: Seleccion de la planta madre
En esta etapa se elige a la planta que se usara en el cultivo in vitro. Las plantas se
mantienen en invernadero, donde crecen en baja humedad y son regadas
regularmente; el objetivo es obtener material vegetal libre de enfermedades, sano

y fisiologicamente mejor adaptado (Gayatri y Kavyashree, 2015). Hay casos en

10



los que las plantas que donan el explante se somenten a un proceso de termoterapia

con el fin de eliminar particulas virales (Hartmann et al, 1997).

2.6.2.2. Etapa I: Establecimiento

En esta etapa se lleva a cabo la esterilizacion y aislamiento del explante para luego
continuar con la siembre en el medio de cultivo (Sharma y Alam, 2015) el explante
debe esterilizarse de tal forma que el en proceso de esterilizacion el material vivo

no pierda su actividad bioldgica

2.6.2.3. Etapa Il: Multiplicacion

En esta etapa una sola muestra del explante puede lograr a aumentar en muchas
plantas. Si el tejido se cultiva con plantulas normalmente se le afiaden hormonas
que ayuda en el proceso del crecimiento de las ramas para que estas luego puedan

ser removidas y cultivadas (Sharma, y Alam, 2015).

2.6.2.4. Etapa I11: Elongacion y enraizamiento
En esta etapa, los brotes multiplicados en la etapa anterior se elongan y transfieren
a un medio para enraizamiento adecuado para la induccion de raices o si las raices
se han desarrollado en el propio medio de multiplicacion (etapa II), entonces se

aclimatan directamente (Etapa V), omitiéndose la etapa 111 (George, 1993).

2.6.2.5. Etapa IV Aclimatacion

Esta etapa implica que las plantulas que ya han sido desarrolladas pasen por un
proceso de laboratorio a invernadero. La finalidad es que estas se aclimaten
gradualmente para su supervivencia (Gayatri, y Kavyashree, 2015).Por otro lado
las plantas que tiene razis se pueden extraer de los frascos de cultivo (Hartmann
et al, 1997), y se siembran en sustratos compuestos por mezclas de arena, suelo,
materia organica, vermiculita ozeolita, con una estructura fisica que permita un
facil crecimiento de la plantula. Las plantas permanecen durante cierto tiempo
hasta alcanzar un tamafio que le permita ser plantadas en el campo (Zegarra, 2014).
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2.7. Medio de cultivo
Es una mezcla de nutrientes y reguladores de crecimiento, el cual esta constituido por
cantidades dependiendo del tipo de tejido vegetal o células que serdn usadas parael
cultivo; por ello no puede tenerse la misma composicion para todos los tipos de

plantas y 6rganos (Sharma, & Alam, 2015).

2.7.1. Nutrimentos minerales, Macronutrientes.

Estos elementos se requieren en concentraciones mayores de 0.5 mmol L-1 y son
indispensables para el crecimiento de células y tejidos. Los macronutrientes
incluyen al nitrégeno (N), Fésforo (P), Potasio (K), Calcio (Ca), Magnesio (Mg),
Azufre (S) (Gayatri y Kavyashree, 2015)

2.7.2. Micronutrientes

Llamados también oligoelementos, se requieren en concentraciones menores que
0.5 mmol L-1 y su exceso produce toxicidad en la planta. Se incluyen en este
grupo al yodo (1), Boro (B), Manganeso (Mn), Zinc (Zn), Cloro (Cl), Molibdeno
(Mo), Cobre (Cu), Cobalto (Co) (Gayatri y Kavyashree, 2015; Sharma, y Alam,
2015).

2.7.3. Fuentes de hierro
El hierro usualmente es agregado al medio como sulfato de hierro conjuntamente
con el EDTA (Sharma, y Alam, 2015).

2.7.4. Fuentes de carbono

Las células y tejidos vegetales en el medio de cultivo carecen de capacidad
autotrofica y, por lo tanto, necesitan una fuente externa de carbono para la
proliferacion de células y regeneracion de brotes verdes (Ranganathan y
Uthayasooriyan, 2016; Gayatri y Kavyashree, 2015). La sacarosa es una fuente de
carbono, ampliamente usada a concentraciones de 2 a 3%. Ocasionalmente en
cultivos de monocotiledoneas se usa glucosa, y fructosa o almidon para otras

especies (Hurtado y Merino, 1988).

2.7.5. Vitaminas y/o aminoacidos

Las células y tejidos de las plantas de cultivo pueden ser deficientes en algunos
factores, por ello el crecimiento y la supervivencia son mejorados por la adicion
de vitaminas al medio de cultivo (George, 1993). Los aminoacidos proveen una

fuente de nitrégeno reducido (Sharma, y Alam, 2015) y son beneficiosos para el
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crecimiento mejorado de brotes, en organogénesis, embriogénesis y cultivo de

cotiledones inmaduros (George, 1993).

2.7.6. Agente gelificante

Los agentes gelificantes se usan para preparar medios soélidos o semisolidos, al
aumentar la viscosidad del medio, proveen un buen soporte a los tejidos que crecen
en condiciones estéticas, ya que, los tejidos y 6rganos vegetales permanecen por
encima de la superficie del medio nutriente. En cultivos liquidosestaticos los
tejidos o celulas se sumergen y mueren por falta de oxigeno (Gayatriy Kavyashree,
2015).

1. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion
La presente investigacion se realizo en el Laboratorio de Biotecnologia Agricola
de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional del Santa, en el distrito de
Nuevo Chimbote, departamento de Ancash, Perd.

3.2. Materiales

3.2.1. Material Biologico

El material que se utilizé en el presente trabajo de investigacion, fueron céscara
de papa (Solanum tuberosum), yuca (Manihot esculenta) y camote (Ipomoea
batatas) fueron recolectados en diferentes bolsas hermética ziploc del mercado
la perla de Nuevo Chimbote y trasladados al laboratorio de biotecnologia

agricola de la facultad de Ciencias dela Universidad Nacional Del Santa.

b

#igura 2 Cascara de yuca

Figura 1 Cascara de papa
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Figura 3 Cascara de camote

3.2.2. Instrumentos Estéril

Todo material de vidrio como: placas, pipetas , frascos para micropropagacion ,
matraz ,vasos de precipitado que se utilizd6 en el presente trabajo de
investigacionfue esterilizado en el horno a 180°C durante 2 horas.

Figura 4 Material estéril para la micropropagacion

3.3.  Métodos

3.3.1. Extraccion de almidon
La muestra consistio en 5 kilogramos de cascaras de papas, yuca y camote, estas
pasaron por un proceso de lavado con agua potable para retirar la tierra presente
y posteriormente a la primera molienda himeda

Se colocd la muestra en una licuadora y se mezclaron las cascaras de papas y
agua en una relacion de 1:1 y se realiz6 un Tamizado (250 um) agregando 2L
de agua paraextraer la mayor cantidad de almidon presente.
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La Segunda molienda de la muestra retenida por el tamiz fue nuevamente

mezclada con agua en relacion de (1:1) en una licuadora con un tamizado (250

pum). La masa himeda de la segunda molienda paso por el tamiz de 250 um

agregando 1L de agua que luego paso a una decantacion.

La muestra se dejo decantar por 6 horas ,luego se retir6 el sobrenadante y se
agregaron 1L de agua para la decantacion nuevamente hasta obtener unacapa
densa de almiddn en el fondo del recipiente y un sobrenadante claro, luegode
retirar el sobrenadante se agregd una solucion de NaOH al 0,02% p/v para
solubilizar las proteinas y se dejé decantar por 6 horas seguido posterior se paso
a retirar el sobrenadante y se agreg6 1L de agua para ajustar el pH con HCI 2 N
hasta obtener un pH 7,0. La muestra de almidén se deposité en el papelfiltro yse

colocé en una estufa a 45 + 2 °C por 24 horas.

DIAGRAMA DE FLUJO EXPERIMENTAL

[ Extraccion de Almidon }

+

[ Lavado ]

V.

[ Primera Molienda ]
humeda

[ Primer Tamizado (250 um) y ]4— 2L de Agua
Decantado -

Segundo Tamizado (250 um)
y Decantado

v

Tercer Tamizado (250 um) y
Decantado = 1/2 de Agua

B S— 1L de Agua

¥

Decantado

Suspension i
0.02%

de NOH

¥

Decantado

v

Secado

secado en bandejas
t” 45
J tiempo

Analisis
Envasado Fisico-Quimico

Figura 5 Diagrama de bloque de la extraccion del almidon de papa, yuca y camote .
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Figura 7 Obtencidon del almidon en polvo de papa

3.3.2. Medio de cultivo: Preparacion del medio de cultivo para
micropropagaciéon de segmentos nodales de Aguaymanto
(Physalis peruviana l)

Para la preparacion del medio de cultivo de diferentes concentraciones nos

guiamos en los métodos descritos por Melanie Arana-Paredes, Sofia Rengifo

del Aguilla & Julio Chico-Ruiz (2015).

En un beaker de vidrio de 1000 ml se colocé aproximadamente la mitad del
volumen de agua destilada del total final de volumen de medio de cultivo
deseado. A continuacion, se agregé Murashige & Skoog (MS) a razén de 1/8
siendo un total de 0.8 g/L, la sacarosa (Azucar blanca) a razén de 30g/L,
manteniendo la mezcla en agitacion constante con el fin de disolver
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completamente todos los componentes. Finalmente se aforo al volumen final
deseado en frascos volumeétricos. Los mismos se dividieron en porciones de 100
ml para cada uno de los 3 tratamientos. A estos beaker se les agrego la dosis
correspondiente de almidon obtenida de diferentes fuentes de cascara de papa,
camote y yuca a diferentes concentraciones (5%, 10%, 15%).

El pH seré ajustado a 5.8 utilizando soluciones de HClI y KOH 0.5 0 1.0 N.
Cada volumen se calentd en una cocina eléctrica a 100°C.Cuando el almidon
se disolvio al punto de ebullicion, se retir6 de la parrilla y se dispenso 30 ml
a los recipientes de cultivo y se procedera a cubrir los recipientes con papel

aluminio.

Los frascos fueron tapados y esterilizados en una autoclave por 20 minutos, a
una temperatura de 120 °C y 15 psi de presion. Una vez culminado el proceso
de esterilizacion se dejo enfriar de 15 a 20 minutos.

Figura 8 Medio MS més los distintos tipos de almidones
de papa, yuca , camote .

17



Figua 9 Medio de papa, yuca, camote después
del autoclavado

3.3.3. Siembra in vitro de segmentos nodales de aguaymanto (Physalis
peruviana) en los medios de cultivo de la cascara papa (Solanum
tuberosum) yuca (Manihot esculenta) y camote (Ipomoea batatas)

Se cortaron los segmentos nodales o apicales de crecimiento activo del tamafio
de 1 cmy se procedi6 a la eliminacion de las hojas sobrantes de cada uno de
ellos, para posteriormente colocarlas en un recipiente con agua destilada. Luego
de ello se transfirié bajo condiciones asépticas (dentro de la cAmara de flujo
laminar ) brotes de 1 cm de altura provenientes del medio de crecimiento, se
tomd cada segmentos para su introduccion en frascos con 30 ml de medio cada
uno de forma vertical a partir de la parte basal (inferior).Una vez culminada
toda la introduccion de los segmentos nodales se procedid al sellado con
Parafilm. Se sembré una réplica de cada tratamiento durante 5 dias, una vez
acabada la siembra rotulamos con la fecha, hora, y se llevé a incubacién en un
fotoperiodo de 16 horas, a una temperatura de 25 + 2 °C.
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Figura 10. Segmentos nodales micropropagadas en almidon
de papa al 5%

3.3.4. Disefo experimental
Los ensayos se realizaran de acuerdo con un disefio experimental
bifactorial, el cual contard con 3 tratamientos y un testigo o blanco (que
no contara con el almidén), con 5 repeticiones cada uno, para un total de
4 unidades experimentales para la evaluacion del efecto de la
concentracion de almiddn de céascara de papa, yuca, camote para la
induccion de segmentos nodales de cultivo in vitro de Physalis peruviana
L., cada muestra tendra una concentracion de MS al 1/8. El nimero de
repeticiones seleccionado es valido para minimizar el efecto del error

experimental.

Los resultados obtenidos fueron analizados estadisticamente aplicando un
andlisis de varianza (ANOVA) con una probabilidad de error del 5%,
utilizando el software MINITAB version 9 teniendo en cuenta que este nos
ayuda a visualizar la estadistica de forma grafica. Ademas, se empled el
software ESTATISTICA para evaluar el efecto de proporciones
individuales y combinaciones de almidon de yuca y papa a diferentes
concentraciones enen el desarrollo de Physalis peruviana L. utilizando un

disefio factorial completo 22,
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3.3.5. Descripcion de unidades experimentales

3.3.6. Variable respuesta
Porcentaje de explantes verdes (vivos): Se Determin0 el porcentaje de

explantes que no se contaminaron y/o oxidaron, relacionandolo con el total
de unidades experimentales con gue se inici6 cada uno de los tratamientos.

Se realiz6 observando cada unidad experimental.

Numero de hojas por brote: La lectura se llevd cabo cada quince dias
después de la siembra. Se evaluara realizando un conteo de forma visual en

cada unidad experimental.

Longitud del tallo (cm): Para la medicion de la longitud del tallo se realizé

utilizando reglas en cm, se le realizara la medicion a cada vitroplanta crecida.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Evaluacion de explantes vivos y/o oxidados
La evaluacion de explantes vivos y/o oxidados fue evaluado a los 15 y 30 dias de

crecimiento de Physalis peruviana, Tablas 1y 2.

Tabla 1. Datos de explante vivos y oxidados /contaminados a los 15 dias de crecimiento.

Explantes % de %
Rep. vivos oxidados Vivos Contam.
introducidos vivos oxidados

R1 1 0
R2 1 0

MS R3 1 0 5 5 0 100 0
R4 1 0
R5 1 0
R1 1 0
R2 1 0

A. yuca 5% R3 1 0 5 5 0 100 0
R4 1 0
R5 1 0
R1 1 0
R2 1 0

A. yuca 10% R3 1 0 5 4 1 80 20
R4 1 0
R5 0 1
R1 1 0
R2 1 0

A. yuca 15% R3 1 0 5 3 2 60 40
R4 0 1
R5 0 1
R1 1 0
R2 1 0

A. papa 5% R3 1 0 5 4 1 80 20
R4 1 0
R5 0 1
R1 1 0
R2 1 0

A. papa 10% R3 1 0 5 3 2 60 40
R4 0 1
R5 0 1
R1 1 0

A. papa 15% R2 0 1 5 3 2 60 40
R3 0 1
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R4 1 0

R5 1 0
R1 0 1
R2 0 1
A. camote 5% R3 1 0 5 3 2 60 40
R4 1 0
R5 1 0
R1 0 1
R2 0 1
A. camote 10% R3 1 0 5 3 2 60 40
R4 1 0
R5 1 0
R1 0 1
R2 0 1
A. camote 15% R3 0 1 5 2 3 40 60
R4 1 0
R5 1 0

Tabla 2 Datos de explantes vivo y oxidados /contaminados a los 30 dias de crecimiento

Explantes % de %
Rep. vivos  oxidados Vivos Contam.
introducidos vivos oxidados

R1 1 0
R2 1 0

MS R3 1 0 5 5 0 100 0
R4 1 0
R5 1 0
R1 1 0
R2 1 0

A.yuca 5% R3 1 0 5 5 0 100 0
R4 1 0
R5 1 0
R1 1 0
R2 1 0

A. yuca 10% R3 1 0 5 4 1 80 20
R4 1 0
R5 0 1
R1 1 0
R2 1 0

A. yuca 15% R3 0 1 5 2 3 40 60
R4 0 1
R5 0 1
R1 1 0

A. papa 5% R> : 0 5 4 1 80 20
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R3 1 0

R4 1 0
R5 0 1
R1 1 0
R2 1 0
A. papa 10% R3 0 1 5 2 3 40 60
R4 0 1
R5 0 1
R1 0 1
R2 0 1
A. papa 15% R3 0 1 5 2 3 40 60
R4 1 0
R5 1 0
R1 0 1
R2 0 1
A. camote 5% R3 1 0 5 3 2 60 40
R4 1 0
R5 1 0
R1 0 1
R2 0 1
A. camote 10% R3 0 1 5 2 3 40 60
R4 1 0
R5 1 0
R1 0 1
R2 0 1
A. camote 15% R3 0 1 5 2 3 40 60
R4 1 0
R5 1 0

El ANOVA de un solo factor expresada en funcion de la evaluacion de explantes a los 15
y 30 dias, no fue significativo a un nivel de significancia del 5%, a = 0.05. El analisis
ANOVA unifactorial son expresados en las Tablas 3 y 4, para 15 y 30 dias de evaluacién

respectivamente.
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Tabla 3. ANOVA de sobrevivencia a la oxidacion de explantes de aguaymanto (Physalis
peruviana ) utilizando diferentes concentraciones de almidon (yuca, papa y camote) a los
15 dias de la inoculacién en medios de propagacion

Fuente GL SC MC Valor Valor
Ajust. Ajust. F o]

Tratamientos 9 1.700 0.1889 0.86 0.569

Error 40 8.800 0.2200

Total 49 10.500

Tabla 4. ANOVA de sobrevivencia a la oxidacion de explantes de aguaymanto (Physalis
peruviana) utilizando diferentes concentraciones de almidon (yuca, papa y camote) a 10s30
dias de la inoculacion en medios de propagacion

Fuente GL SC MC Valor F  Valorp
Ajust. Ajust.
Tratamientos 9 2.980 0.3311 1.51 0.180
Error 40 8.800 0.2200
Total 49 11.780

El valor p generado para ambas evaluaciones resulté en un valor fuera del umbral de
significancia estadistica, (Valor pis dias = 0.569 > 0.05 y Valor pzodias = 0.180 > 0.05), esto
puede significar que los promedios de las formulaciones evaluadas no han generado
diferencias significativas en relacion a las demas formulaciones con almidon propuestas
en el disefio experimental. Como se puede apreciar en las Figuras 11y 12, las medias de
los tratamientos con almidon de yuca, papa y camote presentaron diferencias en el
porcentaje de explantes vivos. A los 15 y 30 dias de evaluacion, fue observado en
promedio un 80% de explantes vivos cuando se utilizé almidén de yuca a los 15 dias,
disminuyendo a 73.3% a los 30 dias de lectura. Del mismo modo el almidon de papa y
camote presentaron disminucion del porcentaje promedio de explantes vivos del 66.7% a
53.3% y 53.3 % a 46.7%, respectivamente. Desde un punto de vista estadistico, los

tratamientos a diferentes concentraciones de almidon fueron no significativos, debido a

24



la semejanza entre las medias de los explantes vivos, sin embargo, hay que resaltar que

utilizando almidén de yuca se obtuvo una media porcentual cercana al 100%, porcentaje

obtenido usando el medio control MS. Si bien el andlisis de varianza ANOVA fue no
significativo, los resultados del tratamiento con 5% de almidon de yuca, fue
estadisticamente alentador, debido a su semejanza porcentual promedio de sobrevivencia
en comparacion con el medio control MS (100% de explantes vivos a los 15 y 30 dias de

crecimiento).

En otro contexto, los ensayos restantes correspondientes al uso de almidén de papa y
camote, presentaron contaminacion por microorganismos e indicios de oxidacion
causando que el indice de sobrevivencia disminuyera. Se tiene entendido que, la
contaminacion por microorganismos es la causa mas importante de pérdidas en
laboratorios comerciales y de investigacion de cultivo de células y tejidos vegetales
(Leifert & Cassells, 2001). Tales microorganismos, en su gran mayoria hongos, pueden
ser introducidos con el explante inicial, durante las manipulaciones en el laboratorio,
logrando causar modificaciones al pH, competir por los nutrientes y modificar el medio
de cultivo (Cassells, 2012). En la experimentacion fue observado que la tendencia a
aumentar la concentracion de almidén influencié negativamente al porcentaje de
explantes vivos, lo que pudo significar que un aumento en la concentracion de almidén
favorecio al crecimiento de microorganismos y pérdida de la viabilidad in vitro del

explante.

Por otro lado, la oxidacion u oscurecimiento presentados por los explantes in vitro, se
debe a los radicales libres de diferentes componentes celulares, asi como, la oxidacion de
compuestos fendlicos, proceso que genera dafio e incluso la muerte celular (Azofeifa-
Delgado, 2008).
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4.2.

Evaluacion del tamafio de explantes
El tamario de los explantes en crecimiento in vitro a diferentes concentraciones de
almidon de yuca, papa y camote, fue evaluado a los 15 y 30 dias de iniciado la
siembra. Los resultados del tamafio de los explantes y su promedio en funcion de
cada concentracion de almiddn, es mostrado en la Tabla 5 para los 15 y 30 dias de
crecimiento. Los explantes en brotacion libres de contaminacion u oxidacion
obtenidos fueron tomados en cuenta para el analisis del promedio de tamafo, por
otro lado, los explantes que presentaron contaminacion u oxidacion fueron
descartados para el analisis, debido a que los microorganismos presentes y

compuestos oxidantes formados, inhibia el crecimiento del explante.

Tabla 5. Resultados del tamafio de los explantes de aguaymanto (Physalis peruviana) a
los 15 y 30 dias de crecimiento.

15 dias de Crecimiento 30 dias de Crecimiento
Rep. Vivos Tamano (cm) Prs/xce)(sziio Vivos Ta(r:r:?o Pri)/zcs(siio

R1 1 4.50 1 7.50
R2 1 4.10 1 6.10

MS R3 1 4.35 4.26 1 6.60 6.87
R4 1 425 1 7.30
R5 1 4.10 1 6.85
R1 1 3.20 1 6.20
R2 1 3.80 1 6.50

A.yuca 5% R3 1 4.80 3.86 1 7.10 6.39
R4 1 3.70 1 6.00
R5 1 3.80 1 6.15
R1 1 3.50 1 7.00
R2 1 3.80 1 6.10

A‘%lj/:a R3 1 3.10 3.40 1 6.70 6.45
R4 1 3.20 1 6.00
R5 0 0.00 0 0.00
R1 1 2.50 1 5.65
R2 1 2.80 1 5.00

A‘1y5‘j/:a R3 1 3.10 2.80 0 0.00 533
R4 0 0.00 0 0.00
R5 0 0.00 0 0.00
R1 1 3.20 1 5.80

A papa R2 1 3.60 365 1 6.50 668
5% R3 1 410 1 7.00
R4 1 3.70 1 7.40
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R5 0 0.00 0 0.00

R1 1 3.10 1 4.60
R2 1 3.40 1 5.00

A-%ifa R3 1 2.80 3.10 0 0.00 4.80
R4 0 0.00 0 0.00
RS 0 0.00 0 0.00
R1 0 250 0 0.00
R2 0 0.00 0 0.00

A.1g;[))a R3 0 0.00 2.50 0 0.00 4.00
R4 1 270 1 420
RS 1 230 1 3.80
R1 0 0.00 0 0.00
R2 0 0.00 0 0.00

A c:;;:ote R3 1 243 2.17 1 4.10 2.18
R4 1 212 1 3.60
RS 1 1.95 1 320
R1 0 0.00 0 0.00
R2 0 0.00 0 0.00

A iaon;f’te R3 1 1.56 1.65 0 0.00 2.95
R4 1 1.60 1 2.90
R5 1 1.80 1 3.00
R1 0 0.00 0 0.00
R2 0 0.00 0 0.00

A c1a5r;ote R3 0 0.00 1.21 0 0.00 248
R4 1 1.10 1 240
R5 1 132 1 2.55

EI ANOVA de un solo factor expresado en funcion del tamafio de explantes a los 15 y 30
dias, fue significativo a un nivel de significancia del 5%, a = 0.05. El analisis ANOVA
unifactorial son expresados en las Tablas 6 y 7, para 15 y 30 dias de evaluacion

respectivamente.
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Tabla 6. ANOVA del crecimiento del tallo en el explantes de aguaymanto (Physalis
peruviana) utilizando diferentes concentraciones de almidon (yuca, papa y camote) a los
15 dias de la inoculacion en medios de propagacion .

Fuente GL SC MC Valor Valor p
Ajust. Ajust. F

Tratamientos 9 28.561 3.1735 28.39 0.000

Error 25 2.795 0.1118

Total 34 31.356

Tabla 7. ANOVA del crecimiento del tallo en explantes de aguaymanto (Physalis
peruviana) utilizando diferentes concentraciones de almidon de (yuca, papa y camote) a
los 15 dias de la inoculacion en medios de propagacion.

Fuente GL SC MC Valor F Valor
Ajust. Ajust. p

Tratamientos 9 69.685 7.7428 33.04 0.000

Error 21 4.922 0.2344

Total 30 74.607

El valor p generado para ambas evaluaciones result6 en un valor dentro del umbral de
significancia estadistica, (Valor pis dias = 0.000 < 0.05 y Valor pso gias = 0.000 < 0.05), esto
puede significar que los tratamientos con almidon a diferentes concentraciones presentan
variabilidad entre sus medias en respuesta al tamafio del tallo de los explantes. Las Figuras
3y 4, muestran las graficas de medias de los tamafios de los explantes a 15 y 30 dias de
crecimiento. Tal y como fue presentado en el punto anterior (evaluacion del indice de
sobrevivencia), las medias de tallos que presentaron mayor crecimiento fueron los
explantes que crecieron en medios con almidon de yuca al 5%. En los primeros 15 dias
los explantes crecidos con esta concentracion de almidon, presentaron una media
equivalente a 3.86 cm, valor cercano a la media del tamafio de explantes en medio MS,
que fue de 4.26 cm. A los 30 dias fue mas notorio el cambio en el tamafio de los explantes,
medios con almiddn de yuca al 5% y 10% y almiddn de papa al 5%, presentaron medias

similares al medio control MS (6.87 cm de promedio en tamafio).
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Figura 14. Medidas de los valores del crecimiento del tallo en explantes
vivosa los 30 dias vs. Tratamientos con almidén a diferentes concentraciones

Las Figuras 13 y14, si bien ayudan a diferenciar de manera visual la divergencia entre las
medias de los resultados del crecimiento de tallos, se necesitan otros analisis para
determinar con exactitud estadistica la diferencia entre grupos. Una vez que se ha
determinado que existen diferencias entre las medias mediante el uso del ANOVA, las
pruebas de rango post hoc permiten determinar qué medias difieren, es decir permiten
identificar subconjuntos homogéneos de medias que no se diferencian entre si. En el
presente trabajo se hizo uso de la prueba de Scheffé, la cual se aplica para hacer
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comparaciones multiples de las medias de grupos. Su uso esta relacionado con la prueba
del analisis de la varianza, y se incluye dentro de las llamadas pruebas de comparaciones
maltiples (Shapiro, 2003). Esta prueba se llevé a cabo ya que el nimero de repeticiones
fue diferente, producto de la presencia de contaminacion y posterior descarte de explantes
(repeticiones no consideradas). Si el nimero de réplicas es diferente en los tratamientos o
grupos a comparar, el método de Scheffé resulta ser mas apropiado que el de Tukey
(Cardoso & Veitia, 2008). En las Tablas 8 y 9, se muestra la prueba de Scheffé en
respuesta al tamafio del tallo a los 15 y 30 dias respectivamente. En la Tabla 8 los valores
en rojo indican un valor estadistico diferente a la media en estudio, los valores en negro
representan valores similares. Fue corroborado que, a los 15 dias de crecimiento, la media
de los valores de tamafio del tallo con concentracion de almidén de 5% fue
estadisticamente similar (valor cercano a 1) a la media del medio con MS (ua. yuca 5% =

,les)-

Tabla 8 .Prueba de Scheffé para el andlisis del tamarfio del tallo de aguaymanto
(Physalis peruviana) a los 15 dias de crecimiento.

{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10}

Tratamientos 42600 3.8600 3.4000 2.8000 3.6500 3.1000 2.5000 2.1667 1.6533  1.2100

MS 0.925 0.160 0.003 0.602 0.034 0.000 0.000 0.000 0.000
A.yuca 5% 0.925 0.883 0.070 0.999 0.413 0.007 0.000 0.000 0.000
A. yuca 10% 0.160 0.883 0.774 0.999 0.997 0.249 0.029 0.001 0.000
A. yuca 15% 0.003 0.070 0.774 0.321 0.998 0.998 0.786 0.089 0.014
A. papa 5% 0.602 0.999 0.999 0.321 0.849 0.053 0.004 0.000 0.000
A. papa 10% 0.034 0.413 0.997 0.998 0.849 0.834 0.286 0.012 0.002
A, papa 15% 0.000 0.007 0.249 0.998 0.053 0.834 0.996 0.418 0.085
A. camote 5% 0.000 0.000 0.029 0.786 0.004 0.286 0.996 0.927 0.403
A. camote 10% 0.000 0.000 0.001 0.089 0.000 0.012 0.418 0.927 0.986

A. camote 15% 0.000 0.000 0.000 0.014 0.000 0.002 0.085 0.403 0.986

A los 30 dias de crecimiento en cambio el comportamiento de la concentracion de almidéon
de yuca 5%, se mantuvo estadisticamente similar al medio control MS, sin embargo, el

ensayo con almidén de yuca 10% y almidon de papa 5%, se mantuvieron en valores
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similares al medio control (ua. yucas5% = ftms , HA. yuca 10% = Hms , HA. papa5% = ims ). Del mismo
modo que el analisis de evaluacion de sobrevivencia de explantes, el indice de crecimiento
se vio mayormente afectado por la concentracion de almidon de yuca 5%, presentandose

como un candidato idéneo para la sustitucion del medio complejo MS.

Tabla 9.Prueba de Scheffé para el analisis del tamafio del tallo de aguaymanto (Physalis
peruviana) a los 30 dias de crecimiento.

{1} 12} ¢y 4 By {8y {x {8 {9 {10}

6.8700 6.3900 6.4500 5.3250 6.6750 4.8000 4.0000 3.6333 2.9500 2.4750

Tratamientos

MS 0975 0993 0.174 1.000 0.021 0.001 0.000 0.000 0.000
A. yuca 5% 0.975 1.000 0.646 1.000 0.149 0.005 0.000 0.000 0.000
A. yuca 10% 0.993  1.000 0.621 1.000 0.146 0.006 0.000 0.000 0.000
A.yuca 15% 0.174 0.646  0.621 0.373 0998 0595 0.171 0.030 0.005
A. papa 5% 0.998 0.998 0.998 0.373 0.063 0.002 0.000 0.000 0.000
A. papa 10% 0.021 0.149 0.146 0.998 0.063 0.965 0.641 0.173 0.036
A, papa 15% 0.001 0.005 0.006 0.595 0.002 0.965 1.000 0.842 0.402
A. camote 5% 0.000 0.000  0.000 0.171 0.000 0.641 1.000 0.977 0.650
A. camote

10% 0.000 0.000  0.000 0.030 0.000 0.173 0.842 0.977 0.999
A. camote

159 0.000  0.000  0.000 0.005 0.000 0.086 0.402 0.650 0.999
0

Para evaluar la influencia del tipo de almidon utilizado y las concentraciones formuladas
(5, 10 y 15%), se tuvo que realizar un reordenamiento de los datos, de tal manera que
obtengamos dos variables categoricas (Tipo de almidon y Concentracion) y una variable
dependiente (Tamafio del tallo a los 15 y 30 dias). En las Figuras 15 y 16, se muestran las

gréficas de efectos principales para el crecimiento del tallo a los 15 y 30 dias.
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Figura 15. Efectos principales para el crecimiento del tallo a los 15 dias
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Figura 16. Efectos principales para el crecimiento del tallo a los 30 dias

Como puede ser apreciado, en la grafica de los efectos principales de la Figura 15y 16,
el efecto del almidon de yuca presenté mayores valores en funcion del crecimiento de los
explantes (comportamiento similar en los anteriores resultados). El almidon de papa
presento también resultados considerablemente significativos a los 15y 30 dias, seguidos
del almidon de camote que representd en los menores valores de crecimiento. Si bien los
ensayos con almidén de camote y papa no obtuvieron el mismo crecimiento al momento

de utilizar almidon de yuca o el medio control MS, no se puede considerarlos no aptos,
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ya que las tres sustancias evaluadas fueron estadisticamente significativas y representan
como candidatos para considerarse en sustitutos de agentes gelificantes para la

produccion de plantulas in vitro.

Los buenos resultados en funcion del crecimiento de los explantes se puede explicar en el
sentido de que el almidon posee menor poder gelificante, lo que genera medios de cultivo
con menor dureza, que promueve una mejor funcion de la parte radicular de la planta,
posibilitando la elongacion celular, que macroscopicamente se expresa con una mayor
longitud (Mbanaso, 2008). Por otro lado, el almidén de yuca (ensayos con los quese
tuvieron mayor crecimiento), tiene menor porcentaje de amilosa, por lo tanto, permiteuna

mayor difusion de los nutrientes para la planta (Hernandez-Medina et al., 2008).

En relacion con esto Gltimo mencionado, los diferentes almidones evaluados presentan
diferentes porcentajes de amilosa y amilopectina, y diferentes puntos de gelatinizacion
(Joye, 2019). Cuando un almiddn se encuentra mezclado con agua y se aplica calor, los
enlaces intermoleculares se rompen. Esto permite que los sitios que estan enlazados con
hidrégeno, hidroxilo, hidrégeno y oxigeno, se puedan unir con el agua (Balakrishna et al.,
2020). Una temperatura de gelatinizacién de 65.2°C con 17% de amilosa en el almidon
de yuca, puede estar relacionado a un tiempo de gelatinizacion mas rapido, propiedades

nutritivas estables y mayor difusion en los nutrientes (Baks et al., 2008).

Es importante resaltar que, el uso de almidones en este estudio permiti6 obtener plantas
con buen desarrollo sin la necesidad de mezclarlo con ningun otro agente solidificante de
mayor costo. Romay et al., (2006), propuso que el uso del almidén modificado de yuca
AIM TF-351, como una alternativa méas econdmica, facil manejo y disponibilidad sobre
otros agentes gelificantes, como el Phytagel® en medios de micropropagacion. Otras
investigaciones indican la existencia de compuestos que pueden sustituir el gelificante
para la produccién de plantulas in vitro. Algunos ejemplos de las sustancias que se han
usado como sustitutos son los almidones de maiz, papa, arroz y banano (Martin et al.,
2012). Igualmente se ha usado harina y sémola de papa (Sharifi et al., 2010) y harina de
sagu (Rodriguez Gonzéalez & Hechevarria Sosa, 2006).
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4.3.  Evaluacion del niumero de hojas de explantes de Physalis peruviana
El nimero de hojas en explantes de Physalis peruviana in vitro a diferentes
concentraciones de almiddn de yuca, papa y camote, fue evaluado a los 15 y 30 dias de

iniciado la siembra. Los resultados mostrados en la Tabla 10, muestran el nimero de hojas

obtenido durante la experimentacion utilizando diferentes concentraciones de almidén.
Tal y como fue sefialado para el caso anterior (evaluacion de la longitud del tallo), los
explantes en brotacion libres de contaminacion/oxidacion fueron tomados en cuenta para
el analisis del promedio del nimero de hojas, los explantes que presentaron
contaminacion no fueron tomados en consideracion para los analisis estadisticos.

Tabla 10 .Datos de la evaluacion de la influencia de diferentes concentraciones de
almidon de yuca, papa y camote con el N° de hojas de los explantes.

15 dias de crecimiento 30 dias de crecimiento
Rep. Vivos N° de hojas Vivos N° de hojas
R1 1 3 1 5
R2 1 3 1 3
MS R3 1 2 1 3
R4 1 2 1 4
R5 1 3 1 6
R1 1 2 1 5
R2 1 3 1 3
A.yuca 5% R3 1 3 1 4
R4 1 2 1 5
R5 1 2 1 3
R1 1 2 1 3
R2 1 0 1 0
A.yuca 10% R3 1 2 1 2
R4 1 2 1 3
R5 0 0 0 0
R1 1 3 1 3
R2 1 0 1 0
A.yuca 15% R3 1 2 0 0
R4 0 0 0 0
R5 0 0 0 0
R1 1 2 1 4
R2 1 1 1 3
A. papa 5% R3 1 3 1 4
R4 1 1 1 4
R5 0 0 0 0
R1 1 2 1 2
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R2 1 1 1 3
A. papa 10% R3 1 2 0 0
R4 0 0 0 0
R5 0 0 0
R1 1 0 0 0
R2 0 2 0 0
A. papa 15% R3 0 1 0 0
R4 1 0 1 2
R5 1 0 1 1
R1 0 2 0 0
R2 0 0 0 0
A. camote 5% R3 1 1 1 3
R4 1 0 1 0
R5 1 0 1 2
R1 0 0 0 0
R2 0 1 0 0
A camote R3 1 2 0 0
R4 1 0 1 0
R5 1 0 1 1
R1 0 1 0 0
R2 0 0 0 0
A. camote
15% R3 0 1 0 0
R4 1 0 1 1
R5 1 0 1 2

El ANOVA de un solo factor expresado en funcion del nimero de hojas de los explantes
alos 15 dias, no fue significativo a un nivel de significancia del 5%, a.= 0.05, sin embargo,
para los 30 dias de lectura, los resultados se mostraron mas diferenciados, presentandose

el ANOVA con significancia estadistica.

El anélisis ANOVA unifactorial son expresados en las Tablas 11 y 12, para 15 y 30 dias

de evaluacion respectivamente.
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Tabla 11. ANOVA del nimero de hojas en explantes de aguaymanto (Physalis
peruviana)utilizando diferentes concentraciones de almidon de (yuca, papa y camote)
a los 15 dias de la inoculacion en medios de propagacion.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust.  ValorF  Valorp
Tratamientos 9 12.06 1.3399 1.72 0.137
Error 25 19.48 0.7793

Total 34 31.54

Tabla12. ANOVAdel nimero de hojas en explantes de aguaymanto (Physalis peruviana)
utilizando diferentes concentraciones de almidon (yuca, papa y camote) a los 30 dias
de la inoculacion en medios de propagacion.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamientos 9 47.67 5.297 3.87 0.005
Error 21 28.72 1.367

Total 30 76.39

El valor p generado para los primeros 15 dias de lectura resulté en un valor fuera del
umbral de significancia estadistica, Valor pis gias = 0.137 > 0.05, esto puede significar que
los tratamientos con almiddn a diferentes concentraciones no presentan variabilidad entre
las medias de numero de hojas en los explantes. Por otro lado, a los 30 dias de lectura, el
valor p resulté en un valor dentro del umbral de significancia estadistica, Valor pzo dias =
0.005 < 0.05. Considerando los 30 dias de crecimiento como el valor real y asumiendo un
periodo de brotacion de hojas en Physalis peruaviana tardio (mayor a 15 dias), se puede
afirmar que, existe variabilidad estadistica entre las concentraciones utilizadas de almidon

en respuesta al nimero de hojas.

Las Figuras 17 y 18, muestran las graficas de medias del nimero de hojas en explantes a
15y 30 dias de crecimiento. Tal y como fue presentado en los dos puntos anteriores, las
medias que presentaron mayor indice de brotacién de hojas fueron los explantes que
crecieron en medios con almidon de yuca al 5% (15 primeros dias) y almidon de papa 5%
y almiddn de yuca 5% (30 dias de lectura). En los primeros 15 dias, tan s6lo los explantes
que crecieron en almidon de yuca 5% representaron una media de 2.4 hojas, similar a la
media de 2.6, que se obtuvo utilizando el medio control MS. A los 30 dias fue méas notorio
la divergencia entre el indice de brotacion, los medios con almidon de yuca 5% y almidon
de papa 5%, presentaron medias similares al medio control MS (4.2 en promedio de

hojas).
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Figura 17. Medidas de los valores del niumero de hojas
en explantes vivos alos 15 dias vs. Tratamientos con almidon a
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Figura 18. Medidas de medias de los valores del numero de
hojas en explantes vivos alos 30 dias vs. Tratamientos con
almidon a diferentes concentraciones

La prueba de Scheffe para analisis de medias entre grupos fue realizado considerandose
los 30 dias de lectura debido a la no significancia de los resultados encontrado a los 15
dias de crecimiento. La Tabla 13 muestra la similitud entre medias de los grupos, teniendo
valores entre un rango de 0 a 1, siendo 1, el valor representativo para medias similares.

Como fue sefialado anteriormente, las lecturas en almidon de yuca 5% y papa 5%, indican
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similitud estadistica en relacion al medio control MS.

Tabla 13. Prueba de Scheffe para el analisis del nimero de hojas de aguaymanto (Physalis
peruviana) a los 30 dias de crecimiento.

1y 2y 8y 4y 5y {6 {7y {8 {9 {10}

Tratamientos 4.200 4.000 2.000 1500 3.750 2500 1500 1.166 .5000 1.500

0 0 0 0 0 0 0 7 0 0
MS 1.000 0.562 0.584 1.000 0.953 0.584 0.485 0.183 0.584
A. yuca 5% 1.000 0.684 0681 1.000 0979 0.681 0.597 0.241 0.681
A. yuca 10% 0.562 0.684 1.000 0.860 1.000 1.000 1.000 0.983 1.000
A. yuca 15% 0.584 0.681 1.000 0.823 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
A. papa 5% 1.000 1.000 0.860 0.823 0995 0.823 0.779 0.377 0.823
A. papa 10% 0.953 0979 1.000 1.000 0.995 1.000 1.000 0.957 1.000
A, papa 15% 0.584 0.681 1000 1.000 0.823 1.000 1.000 1.000 1.000
A.camote 5% 0.485 0.597 1.000 1.000 0.779 1.000 1.000 0.998 1.000
A.camote 10% 0.183 0.241 0.983 1.000 0.377 0.957 1.000 0.998 1.000

A.camote 15% 0.584 0.681 1.000 1.000 0.823 1.000 1.000 1.000 1.000
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Al igual que el punto anteriormente desarrollado, para evaluar la influencia del tipo de
almidon utilizado y las concentraciones formuladas (5, 10 y 15%), se tuvo que realizar un
reordenamiento de los datos (ANOVA FACTORIAL), de tal manera que obtengamos dos
variables categoricas (Tipo de almidén y Concentracién) y una variable dependiente
(NUmero de hojas a los 15 y 30 dias). En las Figuras 19 se muestra la grafica de efectos
principales para el numero de hojas presentado por los explantes a los 30 dias de
crecimiento. Los medios con almidon de papa y yuca tuvieron el mismo impacto en el

namero de hojas por explante, siendo la concentracion de 5% la més adecuada para este

proposito.
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Figura 19 . Efectos principales para el nimero de hojas de  Physalis
peruviana a los 30 dias de lectura

Desde el punto de vista estadistico, los resultados para la influencia del tipo de almidon
utilizado en relacion con el nimero de hojas de los explantes fueron altamente
significativos. Resultados similares fueron encontrados por Mohamed et al., (2010), el
cual muestra diferencias significativas entre cada una de las mezclas de agar y almidon
utilizadas para medios de propagacion de nodos y hojas de papa (S. tuberosum), del
mismo modo Mengesha et al., (2012), encontr6 que al variar la concentracién del medio
de cultivo de propagacién en Vainilla planifolia, se mejoraba la cantidad de nodos y hojas
en los explantes. Por otro lado, Rodriguez-Gonzalez & Hechevarria-Sosa, (2006), no
observaron diferencia estadistica en el nimero de hojas en la micropropagacion de

explantes de Orthosiphon aristus y Artemisia absintium, cultivados en medios

40



solidificados con mezclas de agar, harina de sagu y gel de Aloe vera. Segin Martin et al.,
(2013), es de esperar que cada especie de plantula se comporte de una manera diferente,
por los requerimientos nutricionales y los rasgos metabdlicos, por ende, los indices de

formacion de hojas y nodos son no constantes.

4.4. Evaluacion a diferentes concentraciones de almidon de yuca y papa en el

crecimiento in vitro del tallo y numero de hojas (Physalis peruviana).

Habiendo evaluado el efecto de los diferentes tipos de almidon a diferentes
concentraciones, se puede concluir que los ensayos realizados con medio en base
a almidén de yuca 5% y almidén de papa 5%, fueron los mas significativos
estadisticamente (p<0.05), presentandose como candidatos adecuados para la
sustitucion de medios gelificantes para micropropagacion. Por tal motivo, en esta
seccion se evalla el efecto de estos dos tipos de almiddn a concentraciones en el
rango de 0 a 5% (debido a que en este rango de concentracion se pudo observar
los mejores resultados en los puntos especificados anteriormente), teniendo
como variable dependiente la media en crecimiento del tallo del explante (cm) y
el N° de hojas. Todos los andlisis fueron llevados a cabo en 5 repeticiones, para lo
cual, se empled una matriz de disefio factorial completo 22, con cuatro puntos

centrales, siguiendo las concentraciones detalladas en la Tabla

Tabla 14. Disefio factorial completo 22 para analisis de la influencia de diferentes
concentraciones de almidon de yuca y papa en el crecimiento in vitro de Physalis
peruviana

Concentraciones

(Valores reales y codificados)

-1 +1
Almidén de yuca (%) 0 5
Almiddn de papa (%) 0 5

Los resultados de la evaluacién a diferentes concentraciones de almidon de yuca y papa
son mostrados en la Tabla 15, la variable respuesta es expresada en valores promedio del

crecimiento y numero de hojas de los explantes.
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Tabla 15. Matrix del disefio experimental para evaluacion de la influencia de diferentes
concentraciones de almidon de yuca y papa en el crecimiento in vitro de aguaymanto
(Physalis peruviana)

Almidon de Almidon de Media del crecimiento Media del N° de
yuca 5% papa 5% del tallo (cm) hojas
0.0 0.0 1.50 2.00
5.0 0.0 6.35 4.10
0.0 5.0 5.20 4.00
5.0 5.0 2.50 2.20
2.5 2.5 3.30 3.00
2.5 2.5 3.50 3.20
2.5 2.5 3.40 3.10
2.5 2.5 3.40 3.20

El ANOVA para el disefio factorial completo mostré una gran significancia estadistica
(R? = 0.966), para el promedio del crecimiento del tallo del explante y (R? = 0.991) para
el numero de hojas. La variable correspondiente al almidon de yuca 5% se mostrd
estadisticamente significativa (valor p = 0.037 < 0.05) para el crecimiento del explante,
sin embargo, no fue significativa para el promedio en nimero de hojas (valor p = 0.17 >
0.05). Por otro lado, el almiddn de papa no presentd significancia estadistica para el disefio

factorial para ninguna de las variables respuestas.

En las Figuras 20 y 21, son representadas las graficas de superficies de respuesta para el
crecimiento del tallo y el nimero de hojas en funcion de diferentes concentraciones de
almidon de yuca y papa. Se puede sefialar en la Tabla 15, que las combinaciones de ambos
almidones significaron en un descenso del tamafio del explante (Almidon de yuca 5% +
Almidon de papa 5%), incluso esta combinacion a una concentracion relativamente
adecuada (almidon de yuca 2.5% + almidon de papa 2.5%), demostré obtenerse una
menor respuesta a lo encontrado cuando se utilizé medio de propagacion con un solo tipo

de almidon 5%. Las superficies en rojo indican una maximizacién de la respuesta
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(variable dependiente), indicando que a concentraciones separadas de almidon de yuca

5% y papa 5%, se obtienen los mejores resultados a los 30 dias de evaluacion.

Para explicar la significancia estadistica de la influencia del almidén de yuca 5% en el
tamano del explante y el nimero de hojas que estos presentaron, podemos partir del hecho
que este tipo de almidon actia como una fuente adicional de carbono y a su vez, agrega
otros suplementos iénicos al medio que muy probablemente condujeron a un mejor
crecimiento celular y morfogénesis (Onwueme, 1978). Otros autores sefialan que el
almidon de yuca tiene la capacidad de formar enlaces de hidrogeno, lo que da como
resultado una mayor capacidad de retencidn de agua (Buah, 2014). Es muy probable que
estos atributos del almidon de yuca hayan contribuido al nidmero de brotes y el
crecimiento del explante registrado.

El potencial hidrico de los distintos medios probablemente influy6 en las diferencias en
los parametros considerados en este estudio. Cuando un medio tiene un potencial hidrico
bajo, el flujo de agua hacia los tejidos se ve afectado y esto influye la conductancia de las
hojas y la actividad fotosintética (Tang et al., 2002).

En definitiva, fue evidente que la adicion del almidon de yuca 5% mejora las
caracteristicas del medio como se muestra en el crecimiento de plantulas en medio
solidificado, favoreciendo a la formacion adecuada de explantes y reduciendo inclusive
costos de hasta aproximadamente el 42.5% en comparacion del uso del agar (Kuriaet al.,
2008).
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Fitted Surface; Variable: Crecimiento promedio del Tallo {cm) 30 dias
DV: Crecimiento promedio del Tallo (cm) 30 dias
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Figura 20 . Superficie de respuesta para el crecimiento en

tallo del explantede Physalis peruviana.

Fitted Surface; Variable: N° de hojas promedio ¢/ 30 dias
DV: N° de hojas promedio ¢/ 30 dias
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Figura 21 . Superficie de respuesta para el nimero de hojas

del explante dePhysalis peruviana.
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V. CONCLUSIONES

En el almidon de papa (Solanum Tuberosum) tuberosum mostré mayor porcentaje

de explantes vivos a una concentracion del 5% .

El almidon de yuca (Manihot esculenta) a una concentracion del 5%, presento
mejores resultados en el crecimiento del tallo, porcentaje de supervivencia y
numero de hojas.

El almidon de camote (Ipomea batatas) a los 15 y 30 dias de evaluacion
presentaron menores valores de crecimiento, porcentaje de explantes vivos y

numero de hojas.

En la presente investigacion se afirma que es posible emplear almidon yuca a
una concentracién del 5% debido a que se obtuvieron mejores resultados en

nuestras variables evaluadas.
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VI. RECOMENDACIONES

Con respecto al &rea de trabajo se sugiere contar con un laboratorio mas
implementado en Biotecnologia vegetal.

Realizar un estudio econémico para observar si usar almidones a partir de cascara
de yuca reducen el costo por plantula.

En el proceso de micropropagacion se sugiere implementar un buen protocolo en
el proceso de esterilizacion de medios trabajados con almidon.

Plantear un estudio de la influencia de la amilosa y amilopectina en el crecimiento
de los explantes en un proceso de 15 y 30 dias.

Evaluar las consistencias de los almidones y su crecimiento radicular de los
explantes.

Hacer pruebas regulando el pH de los medios con almidones antes de la
esterilizacion para obtener un pH cercano a 5.8 y después de la esterilizacion para
observar si existe una mejora en el crecimiento de las vitro-plantas

Se sugiere seguir evaluando el almidon de yuca a distintas concentraciones sin
emplear el medio Murashige & Skoog (MS) y realizar un analisis fisico quimico
para determinar la cantidad de nutrientes que la cascaras de almidon proporcionan
en el medio de almidon para el crecimiento de las plantas in vitro .

El programa minitab si bien ayudan a diferenciar de manera visual la divergencia
entre las medias de los resultados del crecimiento de tallos, se necesita de otros

analisis para determinar con exacitud estadistica la diferencia entre grupos.
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VIIl.  ANEXOS

Anexo 1. Preparacion del medio Murashi-Shoog (MS) empleado para la
micropropagacion a diferentes concentraciones de los almidones.

Anexo 2 .Pesado de almidon de papa (Solanun tuberosum) Yuca
(Manihot esculenta) y Camote (Ipomoea batata) a diferentes
concentraciones.
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Anexo 3.Preparacion de medios de cultivo a diferentes concentraciones de Papa
(Solanum tuberosum) Yuca (Manihot esculenta) y Camote (Ipomoea batata)

Anexo 4.Evaluacion de las distintas concentraciones 5% de almidon de Papa
(Solanumtuberosum), Yuca (Manihot esculenta) y Camote (Ipomoea batata)

53



Anexo 5.Almidon de Yuca ( Manihot esculenta) al 5% con
plantas de segmentos nodales de Aguaymanto (Physalis
peruviana)

Anexo 6 .Almidon de Papa (Solanum tuberosum) al
5% con segmentos nodales de Aguaymanto (Physalis
peruviana)
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Anexo 7. Almidon de Camote (Ipomoea batata) al
5% con segmento nodales de Aguaymanto (Physalis
peruviana)

Anexo 8. Almidon de Yuca (Manihot esculenta con
explantes de Aguaymanto (Physalis peruviana)
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Anexo 9.Almidon de Yuca (Manihot esculenta)
con explantes de Physalis peruviana a los 30
dias
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