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tesis titulada: “Evaluaciéon de los geles de Opuntia ficus indica “tuna” y Aloe vera
“sébila” como soporte sélido pafa medio de cultivo in vitro de Solanum tuberosum
“papa” Ayacucho — 2011”". Presentado por la Bachiller Zilda Chipana Rezza de la
Escuela de Formacioén profesional de Biologia, quien pretende optar el titulo de

bidloga con Especialidad de Biotecnologia.

Luego de verificar la documentacion correspondiente, el Sefior Presidente del
Jurado Calificador (e) indicé a la Srta. Sustentante que la investigacion tiene

cuarenta y cinco minutos de exposicion tal como dispone el reglamento.



Concluida la exposicién del trabajo de investigacion, el Seror presidente invit6 a los
miembros del Jurado Calificador a solicitar las aclaraciones, preguntas u

observaciones que crean por conveniente.

Concluida esta etapa, el Sefor Presidente del Jurado Calificador (e) invité a la Srta.
Sustentante y al publico asistente a abandonar momentaneamente las instalaciones
del Auditérium, para que los miembros del Jurado Calificador pueda deliberar y

calificar el trabajo de exposicién en privado. Arribandose a los siguientes resultados:

Respuesta a
Miembro del Jurado Exposicion Preguntas Promedio
Bigo. Tomas Yuret Miranda Tomasevich 15 15 15
Mg. Gilmar Pea Rojas 15 14 15
Mg. Paula Garcia Godos Alcazar 19 17 18
Biga. Sonia Haydeé Palomino Felices 18 18 18
PROMEDIO FINAL: 17

Luego de concluida la etapa de evaluacion la Srta. Sustentante obtuvo la calificacion
promedio de DIECISIETE (17) de la cual dan fe los miembros del Jurado Calificador,

estampando su firma al pie del presente documento.

Siendo las seis y treinta minutos de la tarde, se dio por concluido el presente acto

académico.




.'Mé;ga Tomasevich

MSc. César Isaias Magallanes Magallanes Blgo. Toma

Presidente (e) Miembro
N
/
¢ C1Q
[\l
Mg. Gilmar Pefa Rojas Mg. Paula Garcia Godos Alcazar
Miembro Miembro- Asesora

%%Wm%

Blga. Sonia H. Palomino Felices

Miembro-Secretaria Docente (e)



i

DEDICATORIA

A Dios quien me da la fuerza
necesatia para hacer realidad
mis suefios y de regalarme una
familia maravill osa

A mis padres y hermanos por
el apoyo que siempre me han
brind ado.



AGRADECIMIENTO

A la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga, institucion reconocida
como Alma Méter de Ayacucho.

A la Escuela de Formacion Profesional de Biologia, a la plana docente por la
inmensurable labor de ensefanza y experiencias impartidas en las aulas
universitarias.

A mi asesora Mg. Paula Garcia Godos Alcazar por su apoyo y confianza en mi
trabajo.

A la sefiora Maria Mendoza Leén, por su buena voluntad y apoyo. Por sus
valiosas sugerencias y sobre todo por sus palabras de aliento.

Debo agradecer de manera especial y sincera al profesor Reynan Condor
Alarcén por su importante aporte, disponibilidad y paciencia en la elaboracién de
este trabajo de investigacion.

Deseo manifestar mis sinceros agradecimientos a mis amigos que en
determinado momento colaboraron con el desarrollo de mi tesis. Gracias por

brindarme su amistad, consejos, apoyo, animo y compaiia.

iii



21
22
23
24
2.5
2.6
ii.
31
32
33
34
35
36
37
38
39
3.10
3N
3.12

Vi
VII.
VIIL

iNDICE

RESUMEN

INTRODUCCION

MARCO TEORICO

ANTECEDENTES

Opuntia ficus indica “tuna”

Aloe vera “sabila”

Solanum tuberosum “papa”

Cultivo de tejidos vegetales in vitro
Micropropagacion

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del estudio

Obtencion y seleccion del material experimental
Extraccion y caracterizacion de geles de sabila y tuna
Caracterizacion de la materia prima

Inhibicion de la oxidacion de geles

Rendimiento de la extraccion de geles

Prueba de gelificacion

Eleccién del medio de cultivo

Micropropagacion de Solanum tuberosum “papa”
Condiciones de cultivo in vitro

Evaluaciones

Analisis estadistico

RESULTADOS

DISCUSIONES

CONCLUSIONES

RECOMENDACIONES

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXOS

v

16
18
19
23
23
23
24
26
26
27
27
29
29
30
30
32
33
40

57
58
62



Tabla 1
Tabla 2
Tabla 3
Tabla 4
Tabla 5

Tabla 6
Tabla 7

Tabla 8

Tabla 9

Tabla 10

Tabla 11

Tabla 12

Tabla 13
Tabla 14

Tabla 15
Tabla 16

Tabla 17
Tabla 18

iNDICE DE TABLAS

Composicion quimica de cladodios de tuna

Composicion quimica del gel de tuna

Componentes quimicos de la planta de sabila
Concentraciones de antioxidante para el gel de sabila
Concentraciones de geles para la sustitucién parcial de
agar

Concentraciones de geles para la sustitucion total de agar
Tratamientos empleados para la micropropagacion de
Solanum tuberosum “papa”

Parametro evaluados para la caracterizacion de la
materia prima de sabila y tuna

Promedio de indices de desarrollo vegetativo de fres
variedades de Solanum tuberosum “papa”’ en medios de
cultivo con sustitucién parcial y total de agar con geles de
sabila y tuna

Composicion de los stocks en la preparacién del medio
de cultivo Murashige y Skoog

Cantidad de Stoks y preparacion de 1 litro de medio
Murashige y Skoog

Andlisis de varianza para la variable tamano de tallo de
los explantes de tres variedades de papa en diferentes
tratamientos de micropropagacion

Prueba de Duncan para la variable tamado de tallo
Andlisis de varianza para la variable nimero de hojas de
los explantes de tres variedades de papa en diferentes
tratamientos de micropropagacion

Prueba de Duncan para la variable nimero de hojas
Analisis de varianza para la variable nimero de nudos de
los explantes de fres variedades de papa en diferentes
tratamientos de micropropagacién

Prueba de Duncan para la variable nimero de nudos

Analisis de varianza para la variable numero de raices de

PAGINA

10
14
27
28

28
30

33

39

63

64

65

66
66

67
68

69
69



Tabla 19

Tabla 20

Tabla 21

Tabla 22

Tabla 23
Tabla 24

Tabla 25
Tabla 26

Tabla 27
Tabla 28

Tabla 29
Tabla 30

Tabla 31
Tabla 32

Tabla 33
Tabla 34

Tabla 35
Tabla 36

Tabla 37
Tabla 38

Tabla 39

los explantes de tres variedades de papa en diferentes
tratamientos de micropropagacién
Prueba de Duncan para la variable nimero de raices

Andlisis de varianza para la variable tamafo de raices
de los explantes de tres variedades de papa en
diferentes tratamientos de micropropagacion

Prueba de Duncan para la variable tamafio de raices
Anadlisis de varianza para la variable tamafio de tallo de
explantes de papa en los tipos de medio de cuitivo
Prueba de Duncan para la variable tamafio de tallo
Andlisis de varianza para la variable nimero de hojas en
los tipos de medio de cultivo

Prueba de Duncan para la variable nimero de hojas
Anélisis de varianza para la variable niimero de nudos en
los tipos de medio de cultivo

Prueba de Duncan para la variable nimero de nudos
Analisis de varianza para la variable nimero de raices en
los tipos de medio de cultivo

Prueba de Duncan para la variable nimero de raices
Andlisis de varianza para la variable tamano de raices en
los tipos de medio de cultivo

Prueba de Duncan para la variable tamario de raices
Analisis de varianza para la variable tamafio de tallo de
explantes de papa en las diferentes variedades

Prueba de Duncan para la variable tamafio de tallo
Analisis de varianza para la variable numero de hojas en
las diferentes variedades

Prueba de Duncan para la variable nimero de hojas
Anadlisis de varianza para la variable nimero de nudos en
las diferentes variedades

Prueba de Duncan para la variable nimero de nudos
Andlisis de varianza para la variable numero de raices de
explantes en las diferentes variedades

Prueba de Duncan para la variable nimero de raices

70

71

72

72

73
73

74
74

75
75

76

76

77

78
78

79
79

80
80

81



Tabla 40

Tabla 41
Tabla 42

Tabla 43

Tabla 44

Tabla 45

Tabla46

Tabla 47

Analisis de varianza para la variable tamafio de raices en
las diferentes variedades

Prueba de Duncan para la variable longitud de raices
Promedio de la oxidacion de gel de sébila a diferentes
concentraciones de acido ascérbico

Promedio de la gelificacién de diferentes concentraciones
de gel de sabila para la sustitucion parcial de agar
Promedio de la gelificacién de diferentes concentraciones
de gel de tuna para la sustitucion parcial de agar
Promedio de la gelificacién de diferentes concentraciones
de gel de sabila para la sustitucién total de agar

Promedio de la gelificacion de diferentes concentraciones
de gel detuna para la sustitucion total de agar

Descripcién de los tratamientos empleados para la
micropropagacion in vitro de tres variedades de Solanum
tuberosum “papa” en medios con sustitucion parcial y

total de agar

81

82
83

85

85



Figura 1
Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9
Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17
Figura 18

iNDICE DE FIGURAS

PAGINA
Estructura y microestructura de la hoja de Aloe vera 13
Oxidacion del gel de Aloe vera “sabila” a diferentes 34
concentraciones de Acido ascérbico
Gelificacion de Aloe vera “sabila” para la sustitucion parcial de 35
Agar |
Gelificacion de Opuntia ficus indica “tuna” para la sustitucion 36
parcial de Agar
Gelificacion de Aloe vera “sabila” a diferentes concentraciones 37
para la sustitucién total de Agar
Gelificacion de Opuntia ficus indica “tuna” a diferentes 38
concentraciones para la sustitucion total de Agar
Metodologia del proceso de extraccion de gel Aloe vera 86
“sabila”
Metodologia del proceso de extracciébn de gel de opuntia ficus 87
indica “tuna
Procedimiento de la extraccion de gel de Aloe vera “sabila’ 88
Procedimiento de la extraccion de gel de Opuntia ficus indica 89
“tuna’
Gel liquido y seco de Aloe vera “sabila” y Opuntia ficus indica 90
“tuna”
Determinaciéon del pH y peso seco de los geles de Aloe vera 95
“sabila”
Evaluacién de la oxidacion de gel liquido de Aloe vera “sabila” 91
a diferentes concentraciones de Acido ascérbico
Evaluacion de la oxidacion de gel en polvo de Aloe vera 92
“sabila” a diferentes concentraciones de Acido ascérbico
Cuadro de colores para determinacién del grado de oxidaciéon 92
de gel de Aloe vera “sabila”
Proceso de preparaciéon de medios de cultivo 93
Micropropagacion y crecimiento in vitro de explantes de papa 93
Crecimiento in vifro de explantes de Solanum fuberosum 94

“papa” en medio de cultivo para la sustitucién total de agar con



Figura 19

Figura 20

Figura 21

gel de Aloe vera

Crecimiento in vitro de explantes de Solanum tuberosum
“papa” en medio de cultivo para la sustitucién parcial de agar
con gel de Aloe vera

Plantulas de Solanum tuberosum “papa“ después de 25 dias
de micropropagacion en medio de cultivo con sustitucion
parcial de agar con gel de Aloe vera

Plantulas de Solanum ftuberosum “papa” después de 25 dias
de micropropagacion en medio de cultivo con sustitucion total

de agar con gel de Aloe vera

94

95

95



Anexo1

Anexo 2

Anexo 3

Anexo 4

Anexo 5

Anexo 6

Anexo 7

Anexo 8

Anexo 9

Anexo 10

iINDICE DE ANEXOS

PAGINAS

Tabla 10. Composicion de los stocks en la preparacion del
medio de cultivo Murashige y Skoog

Tabla N° 11. Cantidad de Stoks y preparacion de 1 litro
de medio Murashige y Skoog

Anadlisis estadistico del ensayo para la etapa de

micropropagacion

Tabla 42. Promedio de la oxidacién de gel de Aloe vera
“sabila” a diferentes concentraciones de acido ascorbico

Promedio de la gelificacion de diferentes concentraciones
de gel de Aloe vera “sabila” y Opuntia ficus indica “tuna”

para la sustitucion parcial y total de agar

Tabla 47. Descripcion de los tratamientos empleados para
la micropropagacion in vitro de tres variedades de Solanum
fuberosum “papa” en medios con sustitucion parcial y total

de agar

Metodologia del proceso de extraccion de gel Aloe vera
“Sabila”y opuntia ficus indica “tuna”

Procedimiento de la extraccion de gel de Aloe vera

“sabila”y Opuntia ficus indica “tuna”

Evaluacion de las caracteristicas de gel liquido y seco de
Aloe vera “sabila’y Opuntia ficus indica “tuna”

Figura 12. Determinacion del pH y peso seco de gel de

Aloe vera “sabila"

63

64

65

83

85

86

88

90

91



Anexo 11

Anexo 12

Anexo 13

Anexol4

Anexo 15

Anexo 16

Anexo 17

Figura 13. Evaluacién de la oxidacion de gel liquido de Aloe
vera ‘“sabila” a diferentes concentraciones de acido

ascorbico

Figura 14.Evaluaciéon de la oxidacion de gel en polvo de
Aloe vera ‘“sibila” a diferentes concentraciones de acido

ascorbico

Figura 15. Cuadro de colores para determinacién del grado

de oxidacién de gel de Aloe vera “sabila”

Figura 16. Proceso de preparacion de medios de cultivo

Figura 17. Micropropagaciéon y crecimiento in vifro de

explantes de papa

Crecimiento in vifro de explantes de Solanum fuberosum
“papa” en medio de cultivo para la sustitucion total y parcial
de agar con gel de Aloe vera “sabila”

Plantulas de Solanum tuberosum “papa“ después de 25
dias de micropropagacion en medio de cultivo con
sustitucion parcial y total de agar con gel de Aloe vera
“sabila”

92

92

93

93

94

95



Titulo: Evaluacion de los geles de Opuntia ficus indica “tuna” y Aloe vera
“sabila” como soporte soélido para medio de cultivo in vitro de Solanum
tuberosum “papa”. Ayacucho 2011.

Autora: Bach. Ziida Chipana Rezza
Asesora: Mg. Paula Garcia Godos Alcazar

RESUMEN

La investigacién se realizé con el objetivo de evaluar la eficiencia de los geles de
Opuntia ficus indica ‘tuna” y Aloe vera “sabila” como soportes sélidos para medio
de cultivo in vitro de Solanum tuberosum “papa”. El estudio se ejecuté en el
Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga. Para la extraccién de los geles se utilizaron hojas maduras de sabila
y cladodios de tuna procedentes del distrito de San Juan Bautista, provincia de
Huamanga, departamento de Ayacucho. La caracterizacion de los geles se
desarrollé6 mediante la evaluacién de atributos sensoriales como color y aspecto;
y la evaluacién de la caracteristica quimica se realiz6 con la determinaciéon del
pH. Para inhibir la oxidacibn de gel de sabila se evalué diferentes
concentraciones de acido ascérbico; 10, 25, 50 y 100 mg/L de gel y la inhibicién
de la oxidacién de gel de tuna se realizdé con el escaldado de cladodios a 80 °C
durante 5 minutos, finalmente se determind el rendimiento de extraccion. Con el
gel en polvo obtenido de tuna y sabila se desarrollé la prueba de gelificacion,
evaluandose diferentes concentraciones de los mismos y asi determinar las
concentraciones O6ptimas para la sustitucion parcial y total de agar, las
concentraciones evaluadas para la sustitucién parcial de agar con gel de sabila
fueron 50, 100, 150 y 200 g/L a los cuales se les afnadi®6 3 g/L de agar
respectivamente y para la sustituciéon total se evaluaron las concentraciones de
100, 130, 160 y 190 g/L. En cuanto a la tuna, la evaluacion para la sustitucién
parcial se realiz6 a 100, 200, 300 y 400 g/L y para la sustitucion total se
probaron las concentraciones de 200, 400, 600 y 800 g/L. En la
micropropagacion de Solanum tuberosum “papa” de las variedades Canchan,
Roja ayacuchana y Yungay se utilizé el medio Murashige y Skoog (1962). Los
resultados revelan que la adicién de 100 mg/L de acido ascérbico al gel de sabila
disminuye considerablemente la oxidacién, en cuanto al rendimiento de
extraccién de gel seco, en tuna se obtuvo 0,39 g de 100g de cladodio y en sabila
se obtuvo 274 g de 100g de gel fresco, con la prueba de gelificacion se
determiné que la concentracién éptima para la sustitucion parcial de agar con gel
de sabila es 100 g/l y para la sustitucion total es 160 g/L, mientras que para la
sustitucion parcial de tuna, la concentracion dptima es 400 g/L y para la
sustitucion total a 800 g/L sélo presenté una gelificacion media. Los resultados
de la evaluacion de la micropropagacion en los tratamientos con sustitucion
parcial y total de agar con gel de sabila demostraron que no son
significativamente iguales al medio control, ya que este ultimo mostr6 ser
superior en todos los indices de desarrollo vegetativo evaluados. Se concluye
que el gel de sabila como soporte sélido permite el crecimiento in vitro de papa,
mientras que los tratamientos evaluados para la sustitucion parcial de agar con
gel de tuna no permitié el crecimiento de los explantes.

Palabras clave: gel, oxidacion, soportes sdlidos, explantes.



. INTRODUCCION

El establecimiento de un sistema de cultivo de tejidos vegetales conlleva
elaborar un medio de cultivo 6ptimo que se ajuste a los requerimientos
nutricionales de la especie vegetal y su efectividad depende tanto de los

ingredientes basicos que lo componen como del agente gelificante.’

Uno de los problemas fundamentales de los procesos de multiplicacién in vitro es
el aspecto econdémico, lo que dificulta la adquisicion de reactivos quimicos
utilizados en la elaboracién de los medios de cultivo; junto a éstos se suma el
desconocimiento de diferentes sustancias organicas que de alguna forma

pudiesen suplementar o beneficiar los medios de cultivo.?

De los componentes de los medios de cultivo que mas inciden en su costo esta
el agente gelificante. El agar ha permanecido como uno de los gelificantes mas
frecuentemente utilizados, asumiéndose su inocuidad sobre los tejidos. Sin
embargo, algunas dudas se han generado sobre su inocuidad, por lo que
algunas marcas comerciales han tenido que garantizar que han sido probadas
para su uso en medios de cultivos para plantas y con ello se ha elevado el costo

de los mismos.®



El agar es un polisacarido con una elevada masa molecular que tiene capacidad
para gelificar los medios de cultivo in vitro, por ello es utilizado ampliamente con

este propdsito en la obtencién del soporte sélido en dichos medios.*

Una gran diversidad de ofras sustancias han sido utilizadas como agentes
solidificantes, entre las que se incluyen la Agarosa, el Alginato, el Isubgol, el
Carrageenan, el Gelrite y el Phytagel, los almidones de diferentes especies de
plantas, la goma “katira” proveniente de la corteza de Cochlospermun religiosum

y la goma del “xanthano” proveniente de la bacteria Xanthomonas campestris.®

La tendencia actual en la propagacion in vitro de plantas es el empleo de medios
de cultivo cada vez mas simples y econémicamente eficientes, capaces de poder
aplicarse en la practica y en un sistema productivo. Por ello a través de esta
investigacion se pretendié buscar oftras alternativas al uso del agar; tales como
el uso de geles de Aloe vera “sabila” y Opuntia ficus indica “tuna” como agentes
gelificantes para medio de cultivo in vifro de Solanum tuberosum “papa”, en la
investigacion se tomé en cuenta la obtencion de un protocolo de extraccion de
geles, inhibicion de la oxidacion de geles, determinacion del rendimiento y
determinacion de las concentraciones 6ptimas de geles para la elaboracion de
medio de cultivo. Asi mismo se tomé en cuenta la evaluacion de los indices de
desarrollo vegetativo de tres variedades de Solanum tuberosum “papa” en

medios con sustitucion parcial y total de agar.

El objetivo general de la presente investigacion fue: Evaluar la eficiencia de los
geles de Opuntia ficus indica ‘tuna” y Aloe vera “sabila”, como soportes soélidos
para medio de cultivo in vitro de Solanum fuberosum “papa’, siendo los

objetivos especificos los siguientes:



Estandarizar un protocolo para la extraccibn de geles de Opuntia ficus
indica ‘tuna” y Aloe vera “sabila”.

Determinar las concentraciones 6ptimas de geles para la elaboracion de
medio de cultivo in vitro de Solanum tuberosum “papa”.

Evaluar el desarrollo in vifro de explantes de Solanum tuberosum “papa”.



. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes
La necesidad de reducir los costos en la preparacion de los medios de cultivo
para propagacion in vitro ha llevado a los cientificos a experimentar con nuevas

sustancias que pueden ser usadas como agentes gelificantes.®

Pefia ® menciona como insumos alternativos para la elaboracion de los medios
de cultivo a productos de uso hidropénico y agronémico como: nitrato de amonio,
fosfato monopotasico, sulfato de magnesio, nitrato de potasio, cloruro de calcio,
“fetriion combi”, complejo B, aziicar de mesa y como gelificante maicena. Y que
estos insumos fueron utilizados en una investigacion en la que se detérminé que
no hay diferencias significativas en el crecimiento y desarrollo de las plantulas de
Ullucus tuberosus “olluco”, Oxalis tuberosa “oca”, Solanum tuberosum “papa” y

Uncaria tomentosa “ufa de gato”.

Rodriguez y Hechevarria % sefialan que el gel de Aloe vera tiene eficacia en la
sustitucion de reguladores sintéticos en medios de cultivos para el enraizamiento
‘in vitro” de plantas medicinales y frutales, en los resultados expuestos se
percibe la existencia de efectos estimuladores del crecimiento en algunos de los

extractos utilizados correspondiendo al extracto de sabila el mejor



comportamiento con relacion a la formacion de raices lo que demuestra la

posible presencia de actividad auxinica en el mismo.

Jo et al " mencionan que se encontraron respuestas fisioldgicas en la fase de
enraizamiento en la micropropagacion del platano FIAH 18 en la Biofabrica de
Pinar del Rio, utilizando diferentes concentraciones de Murashige Skoog

adicionando 20 y 40 ml/L del extracto de Aloe vera.

Rodriguez y Hechevarria® reportaron el estudio realizado en el Centro de
Investigaciones y Desarrollo de Medicamentos (CIDEM), donde obtuvieron
resultados demostrando la posibilidad de Ila sustitucion total o parcial del agar

empleado tradicionalmente, por gel de Aloe vera y/o harina de sagu.

Abrajan ® mencionan que el mucilago de tuna constituye un hidrocoloide que
podria integrar la oferta de una gran gama de agentes espesantes de amplio uso
en la industria de alimentos y farmacéutica, ademas de que tiene una gran
capacidad de absorciéon de agua. Su poder espesante esta siendo actualmente
estudiado, con resultados interesantes y por lo ello podria competir con gomas

de gran uso y otros agentes espesantes.

Rodriguez et al ® mencionan que el mucilago de tuna tiene la capacidad de
formar redes moleculares y retener fuertemente grandes cantidades de agua, asi
como de modificar propiedades como viscosidad, elasticidad, textura, retencion

de agua.

2.2. Opuntia ficus indica “tuna*
La tuna (Opuntia ficus indica) pertenece a la familia Cactaceae, siendo las
cactaceas especies endémicas del continente americano que se desarrollan

principalmente en las regiones &ridas y semiéridas.™



2.3.1 Origen y distribucién geografica
El centro primitivo de diferenciacion de las cactaceas fue en el Golfo de México y
el Caribe, desde donde emigraron para constituir las dos zonas geograéficas

actuales: América del Norte y América del Sur.'

Las Opuntias se han adaptado perfectamente a zonas aridas caracterizadas por
condiciones secas, lluvias erraticas y suelos pobres expuestos a la erosion.
Algunas especies son inclusive consideradas como plantas naturalizadas en
paises como Sudafrica y Australia, donde las condiciones ambientales son

particularmente favorables."

2.3.2 Clasificacion taxonémica

La taxonomia de las tunas es sumamente compleja debido a muiltiples razones,
entre las que destaca el hecho de que los fenotipos presentan gran variabilidad
segun las condiciones ambientales. Ademas, es frecuente encontrar casos de
poliploidia, ya que se reproducen en forma sexual o asexual y existen
numerosos hibridos interespecificos, lo que complica mas su clasificacion.”

En base a la clasificacion taxonémica de Cronquist * la tuna se clasifica en:

Reino : Plantae

Divisioén : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Subclase : Caryophyllidae

Orden : Caryophyllales

Familia : Cactaceae

Género : Opuntia

Especie : Opuntia ficus indica (L) Mill.

Nombre vulgar

: “tuna”



2.3.3 Descripcion morfolégica

Raiz: El sistema radical de las tunas es muy extenso y superficial, alcanzando
una profundidad cercana a los 80 cm, pero se extiende horizontalmente por
varios metros. Es un sistema densamente ramificado, rico en raices finas
absorbentes y superficiales."

Tallo: La tuna presenta numerosos tallos modificados denominados cladodios
(conocidos vulgarmente como “paletas” o “pencas”). Los cladodios tienen forma
ovoide, eliptica u oblonga, similar a una raqueta de tenis; alcanzan una longitud
de 33-60 cm y 18-25 cm de ancho; son aplanados, con un grosor de 1.8-2.3 cm;
color verde palido a oscuro, con o sin espinas dependiendo de la variedad.

Los cladodios estan unidos unos a otros, formando numerosas ramificaciones
que pueden llegar a alcanzar una altura de 3 a 5 m. Ademas, se posicionan de
tal forma de aprovechar al maximo la luminosidad, por lo que los cladodios que
crecen en invierno tienen una orientacion diferente de los que crecen durante el
verano. Sobre ambas caras del cladodio hay yemas, llamadas “aréolas”, que
tienen la capacidad de desarrollar nuevos cladodios, flores y raices dependiendo
de las condiciones ambientales. Las aréolas presentan en su cavidad espinas de
dos tipos: unas pequefas, agrupadas en gran numero (conocidas como
“gloquidios”), y otras grandes que son hojas modificadas. La epidermis de la tuna
esta cubierta de una gruesa cuticula que la protege de una amplia gama de
insectos y patdégenos y evita la deshidratacion provocada por las altas
temperaturas. Ademas, la cuticula es de color blanquecino, lo que le permite
reflejar gran parte de la radiacién, evitando el calentamiento excesivo del
vegetal. Es asi como puede tolerar temperaturas de hasta 60°C. La cuticula esta
interrumpida por la presencia de estomas, los que permanecen cerrados durante

el dia para evitar la deshidratacion. Los tallos se lignifican con el tiempo y



pueden llegar a transformarse en verdaderos tallos lefiosos, agrietados, de color
ocre blancuzco a grisaceo.”

Flores: Son hermafroditas, solitarias y sésiles. Presentan una longitud de 6 a 7
cm y se desarrollan preferentemente en la parte apical del margen superior del
cladodio. Las flores de la tuna presentan ovario infero y numerosos estambres
(mas cortos que los pétalos y el pistilo). Sus pétalos son de colores vivos:
amarillo, anaranjado, rojo, rosa, blancas, entre otros colores, mientras que los
sepalos son de color amarillo claro a rojzo o blanco. Sus flores son de antesis
diurna y puede haber hasta 25 flores por cladodio. Las flores se abren a los 35-
45 dias desde su brotacion y aparecen en los cladodios después de seis
meses.'®

Fruto: Es una falsa baya con ovario infero, uniloculado y carnoso, en que la
cascara corresponde a la envoltura del ovario y la pulpa corresponde al loculo
desarrollado. La forma y tamario de los frutos son variables (los hay ovoides,
redondos, elipticos y oblongos, con los extremos aplanados, cdncavos o
convexos) aunque en promedio presentan 7-9 cm de largo, 56 cm de diametro y
8-14 g de peso. La epidermis de los frutos es similar a la del cladodio, con
areolas y abundantes gloquidios y espinas. La pulpa presenta semillas de 4-4.5
mm de longitud, las que se consumen junto con la pulpa. Los frutos presentan
semillas abortivas, lo que aumenta la proporcion de pulpa comestible. Debido a
que existen preferencias en algunos mercados por frutos con pocas semillas o
sin semillas, el mejoramiento genético esta orientado hacia la busqueda y

multiplicacién de variedades que presenten esta caracteristica.'



2.3.4 Composicion quimica de cladodios

Tabla 1. Composicion quimica de cladodios de tuna de distintas edades (%
materia seca / 100 g muestra).

Edad Proteina Grasa Cenizas Fibra Extracto no
(afios) Cruda Nitrogenado
05 94 1,00 21,0 8.0 60.6
1 54 1,29 18,2 12.0 63.1
2 42 1,40 13.2 14.5 66.7
3 37 1,33 14.2 17.0 63.7
4 25 167 14.4 17.6 63.9

Fuente: Abrajan °

2.3.5 Gel de la tuna

Este compuesto se presenta tanto en los cladodios como en la piel y pulpa de la
fruta, aunque en muy diversas proporciones.

El mucilago es un carbohidrato complejo; entre los monémeros contenidos en la
cadena se encuentran: La arabinosa, D-galactosa, L-ramnosa, D-Xilosa y acido
galacturénico. La proporcion de estos mondmeros en la molécula varia de
acuerdo a diversos factores como: variedad, edad, condiciones ambientales y
estructura empleada para la extraccion (fruto, cascara, cladodio), entre otros

factores?®

Fisiologicamente, ejercen un rol importante en cuanto a la retencién de agua en
la planta, en la tolerancia al frio, germinacién de la semilla, penetracion de la raiz
en el suelo, el metabolismo del calcio, etc. ®

Fisicoquimicamente es un polimero de alto peso molecular, cuya viscosidad
depende del pH y de la concentracion de iones de calcio, y existe controversia

respectd de sus propiedades gelantes ® La informacion existente en cuanto a




sus propiedades funcionales es reciente e indica que se trata de un polimero

viscosante no gelificante.”

Tabla 2. Composicion quimica del gel de Opuntia ficus indica “tuna“
(9/100 g muestra).

Folvente Humedad Proteina  Cenizas  Nitrégeno Caicio  Potasio

Etanol 49+0,6 79+15 36223 1,3+02 10,9 +0,7 1,6 £0,2

isopropanol 55+1,1 61+£07 391+24 1,0+0,1 127+16 20+ 03

Fuente: Abrajan °

23.6 Extraccion del gel

Las metodologias de extraccion del gel sefialadas en los diferentes estudios
realizados son muy variadas, desde metodologias muy simples hasta otras mas
complicadas. El método cambia segun la fuente de gel (cladodio o fruto) y la
parte concreta de la que se extraera el hidrocoloide (piel, pulpa o semillas). En
funcién de lo anterior y el grado de pureza que se desea obtener seran las

modificaciones al método simple que se deban hacer.®

2.3.7 Usos del gel

Se emplea en la elaboracién de diversos productos: shampoo, enjuagues,
crema para manos y cuerpo, jabdn, acondicionador, mascarilla humectante,
etc.'®

Usos en la industria alimentaria por su poder espesante.”

Otros usos del mucilago de tuna, es su utilizacibn como recubrimientos

comestibles, en la clarificacion de aguas, su adicidén a la cal como adherente de

la pintura o su introduccion en el suelo para aumentar la infitracion de agua.®®
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2.3. Aloe vera “sabila”
El Aloe vera, es una planta con alrededor de 360 especies diferentes, pertenece
a la familia de las asphodelaceas o lilidceas, es una planta con virtudes

curativas.?'

2.21 Origen y distribucion geografica

Originaria de Africa oriental y meridional, esta planta, se usé en forma
prominente en las civilizaciones de Mesopotamia y el Antiguo Egipto. Su uso
data hacia el afio 2.200 a.c., en escritos cuneiformes en la tabla de Arsubanipal,
en la ciudad de Nippur, también se cita en diversos papiros y documentos
egipcios hacia el afio 1550 a.c. Aun cuando ya se usaba con mucha anterioridad
con fines medicinales y en las técnicas de embalsamiento, aparece descrita en
los primeros tratados de farmacologia griega y en textos biblicos, es citado como
el acibar (sustancia resinosa medicinal) de la flor roja del aloe de Socotora,

empleada con mirra por Nicodemo, para preservar el cuerpo de Cristo.?

2.2.2 Clasificacion taxonomica

En base a la clasificacion taxonémica de Cronquist ™ la sabila se clasifica en:

Reino : Vegetal
Division : Magnoliophyta
Clase : Liliopsida
Subclase : Lilidae

Orden : Liliales
Familia : Liliaceae
Género : Aloe

Especie : Aloe vera L.
Nombre vulgar : “sabila”

11



2.2.3 Estructura y composicion quimica

El Aloe vera, es una planta de hojas alongadas, carnosas y ricas en agua,
alcanza una altura de 50 a 70 cm; sus hojas crecen alrededor del tallo a nivel del
suelo en forma de roseta, desde el centro hacia arriba crece el tallo que al
florecer forma densos racimos de flores tubulares amarillas. Las hojas son
lanceoladas y dentadas con pinchos que le sirven de proteccion a la planta, la
estructura de las hojas (Figura 1) esta formada por el exocarpio o corteza, la cual
esta cubierta de una cuticula delgada.

La corteza representa aproximadamente del 20 al 30% del peso de toda la planta
y dicha estructura es de color verde o verde azulado, dependiendo de diversos
factores tales como: el lugar, clima o nutricion de la planta. El parénquima,
conocido comunmente como puipa o gel se localiza en la parte central de la hoja
y representa del 65 al 80 % del peso total de la planta.

Como se mencioné anteriormente, entre la corteza y la pulpa, ocupando toda la
superficie interna de la hoja, se encuentran los conductos de aloina (Figura 1)
que son una serie de canales longitudinales de pocos milimetros de diametro por
donde circula la savia de la planta, conocida como acibar. El acibar se puede
obtener dejando fluir el liquido de los conductos de aloina; dicha sustancia tiene
usos farmacéuticos como laxante. Esta sustancia presenta un alto contenido de

aloina.

Por ofra parte, con respecto a la composicién quimica se ha reportado que Ia
planta de Aloe vera esta constituida por una mezcla compleja de compuestos
como se muestra en la tabla 3 y que mas de 20 de estas sustancias poseen

actividades benéficas para la salud.”'
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Quimicamente el Aloe vera se caracteriza por la presencia de constituyentes
fendlicos que son generalmente clasificados en dos principales grupos: las
cromonas, como la aloensina y las antraquinonas (libres y glicosiladas) como Ia
barbaloina, isobarbaloina y la aloemodina; estos compuestos se encuentran en
la capa interna de las células epidermales.

La aloina es el principal componente del acibar, que la planta secreta como
defensa para alejar a posibles depredadores por su olor y sabor desagradable.
También interviene en el proceso de control de la transpiracion en condiciones
de elevada insolacién. La aloina es un glucésido antraquindnico que le confiere
propiedades laxantes al acibar y se utiliza en preparados farmacéuticos

produciendo en ocasiones alergias a personas sensibles.

Fuente: Dominguez ef al.®®

Figura 1. Estructura y microestructura de la hoja de Aloe vera. exocarpio (a), pulpa o
tejido parenquimatico (b), conductos de aloina (c) y cuticula (d). En la figura se

 muestran imagenes de microscopia de luz tomadas a una magnificacion de 5x de las
células del parénquima (e) y de un corte seccional de la hoja de Aloe vera (f) donde se
observan con gran detalle células internas del exocarpio (ce), células del parénquima
(cp) y conductos de aloina (c).
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Por otra parte, el gel o pulpa es una masa gelatinosa e incolora formada por
células parenquimaticas (Figura 1e), estructuradas en colénquima y células
pétreas delgadas. El gel esta constituido principalmente de agua, mucilagos y
otros carbohidratos, acidos y sales organicas, enzimas, saponinas, taninos,
heteréxidos antracénicos, esteroles, triacilglicéridos, aminoacidos, ARN, trazas

de alcaloides, vitaminas y diversos minerales.*'

Tabla 3. Componentes quimicos de la planta de Aloe vera “sabila”.

Composicién

Compuestos

. Antraquinonas

Vitaminas

Minerales

Carbohidratos

Enzimas

Lipidos y compuestos

Acido  aloético, antranol, Acido  cinamico,
barbaloina, Acido crisofanico, emodina,
aloeemodin, ester de 4acido cinamico, aloina,
isobarbaloina, antraceno, resistanol.

Acido félico, vitamina B1, colina, vitamina B2,
vitamina C, vitamina B3, vitamina E, vitamina B6,
beta caroteno.

Calcio, magnesio, potasio, zinc, sodio, cobre,
hierro, manganeso, fésforo, cromo.

Celulosa, galactosa, glucosa, xilosa, manosa,
arabinosa, aldopentosa, glucomanosa, fructuosa,
acemanano, sustancias pépticas, L-ramnosa.
Amilasa, ciclooxidasa, carboxipeptidasa, lipasa,
bradikinasa, catalasa, oxidasa, fosfatasa alcalinag,
ciclooxigenasa, superoxido dismutasa.

Esteroides (campestrol, colesterol, pB-sitoesterol),
"acido salicilico, sorbato de potasio, triglicéridos,

organicos lignina, 4cido Urico, saponinas, giberelina,
triterpenos.
- Aminoacidos Alanina, acido aspartico, arginina, acido glutamico,

glicina, histidina, isoleucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, tirosina,treonina, valina.

Fuente: Dominguez ef al.*’
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2.2.4 Estabilizacion del gel de Aloe vera

Cuando €l gel de Aloe vera se expone al aire, éste se oxida rapidamente y se
descompone, perdiendo gran parte de su actividad biolégica. Se han descrito
diferentes técnicas de procesamiento del gel con respecto a su estabilizacion y
esterilizacion, es decir, el procesamiento en frio o el tratamiento térmico. Sin
embargo, el principio fundamental de estas técnicas de procesamiento sigue
siendo aun practicamente el mismo. Independientemente de la calidad de la
planta por si misma, los mejores resultados se obtienen cuando las hojas se
procesan inmediatamente después de la cosecha, esto es debido a que el gel
sufre una descomposicién provocada por reacciones enzimaticas, asi como el
crecimiento de bacterias, debido a la presencia de oxigeno, elevada actividad de
agua y alto contenido de azUcares.

La estabilizacion puede alcanzarse por la adicion de conservadores y otros
aditivos. Asimismo, se ha investigado el uso de benzoato de sodio, sorbato de
potasio, acido citrico y vitamina E en forma sinérgica y se ha demostrado que el
uso de estas sustancias en conjunto mantienen la bioactividad de la sabila de

manera eficaz.*

2.2.5 Usos del gel de Aloe vera

El gel de Aloe vera se emplea en terapéutica; para el tratamiento de heridas,
quemaduras, irritaciones de la piel, etc, debido a su accién cicatrizante y
antiinflamatoria, y a sus propiedades hidratantes y emolientes. Constituye un
ingrediente habitual de muchos productos de cosmética, también posee actividad

inmunomoduladora y antiviral, debido principalmente al acemanano.”

Se ha reportado el uso de Aloe vera en la cura de Ulceras gastricas gracias a su

efecto antiséptico.”!
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También se ha encontrado actividad antimicotica en el Aloe vera,
especificamente contra Aspergillus niger, Cladosporium herbarum y Fusarium

moniliforme, puesto que las antraquinonas presentes previenen infecciones.?

Las propiedades beneficiosas aportadas por el Aloe también han sido utilizadas
para mantener la calidad de otros productos, por ejemplo como recubrimiento
para proteger la calidad de frutas. En este ambito, se destaca su poder
antifungico, obteniéndose un resultado exitoso en la mantencion de uva de
mesa, reportandose que la aplicacién de gel de Aloe vera como tratamiento de
precosecha inhibe el deterioro microbiolégico y reduce el indice de

descomposicion durante la postcosecha?*

24. Solanum tuberosum “papa”

La papa (Solanum tuberosum L.), es uno de los cultivos alimenticios mas
importantes tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo. En cuanto
al valor de la produccién mundial que supera los 300 millones de toneladas
ocupa el cuarto lugar, después del trigo (Triticum vulgare Wuild), el arroz (Oryza

sativa L.) y el maiz (Zea mays L.).

La importancia econémica de la papa se fundamenta en que, por su elevada
capacidad de produccién de sustancias alimenticias por unidad de superficie, es
tres veces mayor que en los cereales, lo que permite suplir de alimento a un

elevado nimero de personas.

Este cultivo se propaga asexuaimente mediante tubérculos o a través de semilla
botanica. Por ello, es propenso a la infeccién acumulativa por microorganismos.
Esto provoca afectaciones en los rendimientos, la calidad comercial de los

tubérculos y el intercambio de germoplasma. En los programas de produccion de
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semilla, la aplicacion de técnicas de cultivo in vitro, combinadas con el
diagnéstico y saneamiento de los principales patdégenos del cultivo, ha

contribuido a incrementar su eficiencia.?®

2.41. Origen

La papa es originaria de los altos Andes en América del Sur. Su cultivo se inici6
en el area del Lago Titicaca cerca de la frontera actual entre Peru y Bolivia. En
estos paises se encuentra la mayor variabilidad genética de especies silvestres y
variedades cultivadas, lo que se confirma con la existencia 42 especies de

Solanum existentes en Bolivia.?®

2.4.2. Descripcion botanica

Solanum tuberosum L. es una planta herbacea, anual, tuberosa, perenne en
entornos seleccionados a través de sus tubérculos, caducifolia, de tallo erecto o
semi-decumbente, que puede medir hasta 1.0 m de altura. La planta de papa
puede llegar a producir frutos con semillas viables, pero la forma de propagacion
utiizada a nivel de la produccion comercial es la vegetativa a través de

tubérculos.®

2.4.3. Clasificacion Taxonémica de la “papa”

En base a la clasificacion taxondmica de Cronquist™ la papa se clasifica en:
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Reino : Vegetal

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida
Subclase : Asteridae

Orden : Solanales
Familia : Solanaceae

Género :Solanum

Especie : Solanum tuberosum L.

Nombre vulgar : “papa”

2.4.4. Variedades

El Pert es el pais con mayor diversidad de papas en el mundo, al contar con 8
especies nativas domesticadas y mas de 3,000 variedades, de las 5,000 que
existen en Latinoamérica. También posee 91 de las 200 especies silvestres del
continente, y que generalmente no son comestibles por su sabor amargo y alta
toxicidad; sin embargo son las que han dado origen a las variedades

domesticadas que hoy se consumen en el planeta.®

2.5. Cultivo de tejidos vegetales in vitro

La técnica de cultivos de tejidos consiste basicamente en el aislamiento de
células o tejidos que, convenientemente desinfectados, son colocados en el
medio nutritivo especifico bajo condiciones de absoluta asepsia. Mediante el
manejo de los niveles hormonales en el medio de cultivo es posible inducir
primero la regeneracion de brotes y posteriormente de raices hasta llegar a una

planta completa.
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El concepto original de cultivo de tejidos vegetales se ha extendido para abarcar
tanto el cultivo aséptico de tejidos como el de células y 6rganos, dentro de un
grupo de técnicas que se fundamentan en principios como e de la

totipotencialidad de la célula vegetal propuesto por Haberlandt.

Las técnicas de cultivos asépticos han contribuido no sélo a un mejor
entendimiento de los eventos de la diferenciacién celular, sino a un mejor
aprovechamiento de tales eventos en la explotacion mas eficiente de las plantas.
En este dltimo aspecto vale la pena mencionar los siguientes usos de las
técnicas de cultivo in vitro. a) mejoramiento genético; b) obtencion de plantas
libres de virus y ofros patégenos; c) conservacion de germoplasma; d)
introduccion de especies y variedades €) propagacion masiva de especies y f)

micropropagacién.?

26. Micropropagacion

La micropropagacion se refaciona con la multiplicacién de un genotipo especifico
sin que se presente segregacion de caracteres genéticos. A menudo incluso se
le relaciona con la propagacion masal de determinadas plantas a un precio
competitivo, como técnica de intensificacion de la produccion de material vegetal.
En la actualidad la micropropagacion se esta aplicando con gran éxito en una
gran gama de cultivos horticolas, ornamentales, frutales y forestales, sin dejar de
lado fa aplicacion de estas técnicas en cultivos extensivos de los que se ha
seleccionado genotipos superiores de los cuales es necesario contar con gran

nimero de plantas idénticas.”
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2.6.1. Los medios de cultivo

La micropropagacion de especies exige el uso de medios de cultivo mas o
menos complejos que estan compuestos por macro y micronutrientes,
aminoacidos y vitaminas, fitohormonas o reguladores de crecimiento,
compuestos organicos complejos, carbohidratos y eventualmente un
gelificante.”

El medio y la concentracion éptima de cada uno de sus constituyentes, es
variable segin el objeto de la investigacion y la naturaleza del "explante"
utiizado. Debido a estas necesidades especificas se han desarrollado muchas
formulaciones.

El medio desarrollado por Murashige y Skoog (1962)°* es particularmente rico
en nitrégeno y buena proporcion de N-NO;, con respecto a N-NH, (aprox. 2:1).
Su adecuada composicion ha hecho que sea un medio ampliamente usado para

la micropropagacién de plantas herbaceas.”

2.6.2. Agentes gelificantes

El gelificante suele ser un sdlido que al afadirse a un medio de cultivo se
disuelve por calentamiento fuerte (cercano a los 100 °C) y hace que el medio
adquiera la consistencia de gel al enfriarse a temperaturas menores. Uno de los
mejores agentes gelificantes de que se dispone para realizar cultivos in vitro de
tejidos vegetales es el agar, también conocido como agar-agar. Los gelificantes
deben cumplir con una serie de requisitos: no ser asimilado por el explanto, lo
que haria que al consumirse el medio retornase a su estadio liquido, no interferir
en la absorcion de los nutrientes del medio de cultivo y permanecer estable
durante el tiempo de cultivo. ®

Algunos ejemplos de agentes gelificantes son los siguientes: Gelcarin

(carragenina extraida de las algas rojas Euchema), que evita grandes cambios

20



de pH, produce un gel claro y evita la vitrificacidn en plantas susceptibles, la
carragenina; ricas en polisacaridos sulfatados como el agar y los carragenanos
que aparecen en su pared celular, los cuales le confieren su mayor importancia
econdmica. De igual forma también encontramos al Gelrite, un
heteropolisacarido producido por la bacteria Pseudomonas elodea, el cual
produce un gel claro adecuado para la observaciéon de los cultivos. En la
busqueda de alternativas para la sustitucion del agar se han evaluado otros
agentes gelificantes como la agarosa, el alginato, el almidon en los cultivos de
callos embriogénicos de zanahoria (Daucus carota, L.), celulosa en especies de
Brassica y mas recientemente la harina obtenida de los rizomas de sagu

(Maranta arundinacea, L.).!

e El agar

Presenta propiedades tales como: estabilidad, claridad y alta resistencia al
metabolismo durante el desarrollo in vifro de las plantas que lo convierten en el
agente gelificante de eleccion.

Es un polisacarido natural no ramificado y de alto peso molecular (3.000 a
160.000), extraido de algas rojas, Rhodoficeas, principalmente del género
Gelidium. Esta formado por galactosidos que forman la Agarosa, y de un
polisacarido sulfatado, la Agaropectina. Ademas, contiene muy pequenas
cantidades de cationes como impurezas (Na, K, Ca, Mg, etc.). Su composicion
varia ligeramente en funcion de la especie de que se extrae, su procedencia,
época de cosecha, madurez del alga, etc. Los procesos de obtencion y
purificacion para producir los distintos tipos de agar afectan principalmente a su
contenido en impurezas.

La principal caracteristica que hace del agar un gelificante es su total disolucién

en agua al ser calentado a 85-100 °C, y su gelificaciéon alrededor de los 35 °C.
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Es termoreversible, es decir, se puede volver a disolver y a gelificar repetidas
veces mediante variaciones en la temperatura, y es autoclavable. Su gelificacion
depende del pH del medio de cultivo, siendo 6ptima para pH 5.4-5.7. Los medios
de cultivo para tejidos vegetales suelen ajustarse a pH = 5.7 antes de afiadir €l
agar, por lo que gelifican bien; tras la gelificacién el agar absorbe una cantidad
de agua de hasta 200-300 veces su peso, y forma un gel muy translucido. La
preparacién de los medios de cultivo para vegetales incluye generalmente un

aporte de agar del 0.8%.%°

¢ Gelrite

Considerado como un sustituto econémico del agar que se caracteriza por la alta
pureza y menores cantidades del mismo le proporcionan una dureza al medio de
cultivo similar a la producida con el agar.

El Gelrite se ha convertido en el agente gelificante preferido para la preparacion
de medios de cultivo a causa del reducido nivel de impurezas y la menor
cantidad necesaria en la obtencién de geles comparado con el agar. Sin
embargo su uso no consigue desplazar al agar debido problemas en la
consistencia del gel, problemas de vitrificacion (también conocida como

hiperidratacién) y al propio desconocimiento de su existencia.”
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del estudio

El trabajo de investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia de
la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal
de Huamanga, Distrito de Ayacucho, Provincia de Huamanga, Departamento de

Ayacucho.

3.2. Obtencion y seleccion del material experimental
Las hojas de sabila y cladodios de tuna se obtuvieron de cultivos de jardin del
distrito de San Juan Bautista, provincia de Huamanga, Departamento de

Ayacucho.
Aloe vera “sébila” y Opuntia ficus indica “tuna” fueron las especies utilizadas.

Para obtener el material de estudio (gel) se utilizaron hojas y cladodios frescos
en estado de madurez, sin presentar sintomas de oxidacién, esto con el
propésito de evitar modificaciones que alteren las caracteristicas del producto

final.
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Para la micropropagacion y evaluacion de los geles se utilizaron explantes de
papa in vitro de la coleccién del Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del

Instituto Nacional de Innovacién Agraria (INIA) Ayacucho.

3.3. Extraccion y caracterizaciéon de geles de Aloe vera “sabila“ y
Opuntia ficus indica “tuna”
3.3.1 Extraccion del gel de Aloe vera “sabila“

A continuacion se detallan todos los procesos llevados a cabo para la extraccion:

e Lavado: Después de cosechada las hojas frescas de sabila se lavaron con
agua potable y detergente, para eliminar los agentes contaminantes
presentes en las hojas; que podrian afectar la calidad del producto terminado.

e Desinfeccion: En la desinfeccién se utilizé hipoclorito de sodio al 6 %
(NaClO) durante 15 minutos.

o Eliminacion de espinas y troceado: Se efectu6é con la finalidad de separar
las puntas y los filos espinosos de la hoja de sabila para proceder con el
fileteado y la obtencién de los trozos. Este proceso se realizé manualmente
utilizando un cuchillo.

e Remojado: Las hojas se dejaron remojando en un recipiente con agua
durante 24 horas para eliminar el acibar, posteriormente se procedié al
lavado para eliminar los residuos adheridos en la parte cortada.

e Descortezado: Consistié en separar la corteza de Ia hoja, se realizé de forma
rapida para evitar la oxidacién de la pulpa.

o Pesado: Se pesé 100 g de gel fresco, con el fin de establecer el rendimiento
de produccion de gel seco.

e Molido: La trituracion se realizé haciendo uso de la licuadora.



Filtracion: Para retirar las fibras vegetales se procedi6 a la filtracion mediante
el empleo de gasa y posteriormente el gel filtrado fue transferido en un
recipiente hermético hacia el refrigerador para evitar la oxidacién.

Secado: El gel extraido se sec6 en estufa a 27 °C x 24 horas.

3.3.2 Extraccion del gel de Opuntia ficus indica “tuna“

Los procedimientos que se siguieron fueron los siguientes:

Seleccidn: Se selecciond cladodios de tamario uniforme y libre de cochinilla.
Limpieza y Lavado: La limpieza se realiz6 manuaimente para eliminar
espinas, residuos de tierra, restos de contaminantes del cultivo, etc. El lavado
se realizé con agua potable y detergente.

Desinfecciéon: Se utilizé hipoclorito de sodio al 6% por 15 minutos.

Pelado: Esta operacion se realizé de forma rapida para evitar la oxidacion de
la pulpa.

Pesado: Se peso 1 kg de cladodio sin corteza con el fin de establecer el
rendimiento de produccion de gel seco.

Troceado: Se realiz6 para facilitar la extraccion del gel para lo cual la pulpa
fue cortada en cubitos de 2 cm aproximadamente.

Escaldado: Se calenté 1500 mi de agua a 80 °C en bafio maria y haciendo
uso de una malla metalica se colocaron los trozos de cladodios. El escaldado
se ejecutd durante 5 min.

Extraccion: Después del escaldado los trozos se retiraron y se colocaron
en un recipiente al cual se le agregé agua destilada (relacion 1:1 p/v), y
posteriormente se dejé macerar por 24 horas en un refrigerador. Este

procedimiento se realizé por los buenos resultados obtenidos por Leon et al.®
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e Filtrado: Esta operacion tuvo por objetivo separar el gel de la pulpa del
cladodio de tuna, una vez extraido el gel fue colocado en frasco de vidrio.
o Secado: El gel extraido se secé a 30 °C x 24 horas en una estufa, una vez

seco se almacené atemperatura ambiente en bolsas de polietileno.

3.4. Caracterizacion de la materia prima

Con el fin de conocer la materia prima (gel crudo) se evalué algunos atributos y

caracteristica quimica.

3.4.1. Atributos sensoriales

e Color: El método de medicidon del color se basdé en la comparacion visual.
Para ello se tomé un tubo de ensayo limpio y se llen6é con 10 mi de la muestra
y se observo el color, la transparencia, la presencia de particulas y la
separacion en capas.

e Aspecto: Se tom6 una pequeiia cantidad del gel con los dedos y se aplico
suavemente en el dorso de la mano y se observd la viscosidad de la muestra.

3.4.2. Caracteristica quimica

e pH: Se determiné con el potenciometro, para tener en cuenta la cantidad de

iones hidrogeno presente en el producto.

3.5. Inhibicion de la oxidacion de geles

Para evitar la oxidacion de gel de sabila se evalué cuatro concentraciones
diferentes de antioxidante acido ascérbico (tabla 4). En caso de la tuna se realizo
el escaldado de los cladodios a 80 °C durante 5 minutos por referencia de la
investigacion realizada por Abrajan®> en la que sefiala que el escaldado permite
obtener un producto con caracteristicas fisicas mas adecuadas y con un aspecto

mas incoloro.
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Tabla 4. Concentraciones de acido ascérbico para inhibir el gel de Aloe vera
“sabila”.

Antioxidante Concentraciones de acido ascorbico
por litro de gel de sabila

Acido ascdrbico 100 mg/L 50 mg/L  25mg/L 10 mg/L

3.6. Rendimiento de la extraccién de geles
El rendimiento se determiné mediante el balance de materiales al finalizar el
proceso de secado. Se calculd en base a la siguiente formula obtenida de la

fuente de Vogel et al.*

o peso final
Rendimiento = —————— x 100
peso inicial

3.7. Prueba de gelificacion

La prueba de gelificacion se realizé de forma cualitativa con la evaluacion de lfa
consistencia de los geles de tuna y sabila que le confirieron al medio de cultivo,
para dicho fin cada concentracion se ajusté a un pH de 5.7. La prueba consistio
en la sustitucion parcial de agar (tabla 5) y sustitucidon total de agar con geles

de tuna y sabila (tabla 6).
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Tabla 5. Concentraciones de geles para la sustitucion parcial de agar en
un litro de medio de Murashige Skoog # (1962).

Concentracién de agar Concentracién de gel

Gel
35¢g 50 g
359 100g
Sabila U o
3'5 g 150 g
3,5 g 200 g
35¢g 100 g
35g 200 g
Tuna e e
35¢g 300 ¢
3'5 g 400 g

Tabla 6. Concentraciones de geles para la sustitucion total de agar en un
litro de medio de Murashige Skoog?® (1962).

Gel Concentracion de gel

100g
130 g

Sabila
160 g

190 g

2009
400 g
Tuna

600 g

800 g
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3.8. Eleccion de medio de cultivo

La preparacién del medio de cultivo se realizd6 en base a la formulacién de
Murashige y Skoog (1962)% (Anexo 1).

El pH del medio de cultivo se ajustd a 5,7; para lo cual se usé6 hidroxido de sodio
0,1 N y acido clorhidrico 0,1 N, para subir o bajar el pH respectivamente.

Los explantes fueron sembrados en el medio Murashige y Skoog (MS)
suplementado con sacarosa (20g/L), pantotenato de calcio (2mg/L), myo-inositol
(100 mg/L) y con agar (7g/L) (Anexo 2).

Una vez preparado el medio de cultivo estos se esterilizaron en autoclave a 121

°C por 15 min.

3.9. Micropropagacion y adaptacion in vitro de Solanum tuberosum
“papa®

3.9.1. Micropropagacion

Para el cultivo in vitro se realizé 3 experimentos con 3 réplicas cada uno. Cada
experimento se realizé6 con tres variedades de papa tales como: Canchan (1),
Roja ayacuchana (2) y Yungay (3).

Se realiz6 5 tratamientos y 10 repeticiones. Los tratamientos empleados
correspondieron a la sustituciéon parcial y total del agar con los geles de sabila y
tuna como soporte sélido (tabla 7).

La micropropagacion consistio en realizar cortes a nivel de las yemas apicales y
nudos intercalares del material vegetal (papa), obteniéndose pequerios esquejes
que fueron transferidos al medio de cultivo Murashige y Skoog®® (1962) con y sin
gel de tuna y sabila acorde de cada uno de los tratamientos que fueron

probados; el agar se tomd como control.
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Tabla 7. Tratamientos empleados para la micropropagacion de Solanum
tuberosum “papa”.

Control Cc 0,7% {p/v) de agar

SP 16% de gel de sabila
Sustitucién total

TP 80% de gel de tuna
Sustitucién SA 10% de gel de sabila + 0,35% de agar
parcial TA 40% de gel de tuna+ 0,35% de agar
C: Control

SP: Sabila pura
TP: Tuna pura
SA: Sabila agar
TA: Tuna agar

3.10. Condiciones de cultivo in vitro

Los cultivos se mantuvieron en el Banco de Germoplasma de la Especialidad de
Biotecnologia, con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad y con lamparas
de luz blanca fluorescente. Los sellos utilizados fueron bolsas de polietileno y

parafilm.

3.11. Evaluaciones

3.11.1. Caracterizacion de la materia prima

La caracterizacion de la materia prima (gel crudo) se realizé mediante la
evaluacion simple de atributos sensoriales y caracteristicas quimicas, después

de la extraccion de los mismos.

3.11.2. Oxidacion
Como parte de la evaluacion del aspecto del producto final (gel seco) se evalud

la oxidacion. Se consideré como oxidacion media a aquellos que presentaron
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menor apariencia de oscuridad, como oxidacién alta a aquellos que presentaron
mayor apariencia de oscuridad y sin oxidaciéon a los que no presentaron

oscuridad (Anexo 13)

3.11.3. Gelificacion
La prueba de gelificacion se realiz6 de forma cualitativa después del
autoclavado de los medios de cultivo y cuando estos se encontraban a
temperatura ambiente; tanto para la sustitucion parcial y total. Se consideré
como gelificacion alta a aquellos que presentaron una alta consistencia del
medio, buena gelificacibn a aquellos que presentaron una consistencia
moderada, gelificacion media son aquellos que presentaron una poca
consistencia y sin gelificacion son aquellos medios que no presentaron
consistencia alguna.

En esta etapa de la investigacion también se toméd en cuenta la apariencia que

adquirieron los geles durante la preparacion del medio de cultivo, esto se realizé

de forma cualitativa. La evaluacion se desarrollé en base a observaciones; los
parametros o puntos evaluados fueron:

e Solubilidad: Que tan rapido se disuelven los geles y si estos se disuelven
en su totalidad o si se precipitan al fondo del recipiente.

e Formacion de grumos o conglomerados: Se evalu6 si en las mezclas se
forman grumos o cualquier ofro tipo de conglomerados que afecten la
homogeneidad y apariencia del producto.

e Color: se evalub el color que le confieren los geles en estudio al medio de

cultivo.
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3.11.4. Crecimiento in vitro

Las evaluaciones de crecimiento in vifro de Solanum fuberosun “papa” se
realizaron a los 25 dias. En etapa se evalué la oxidacion y/o necrosis del
explante, contaminacién del medio por microorganismos, tamafo del tallo,

nimero de hojas, nimero de nudos, nimero de raices y tamafio de raices.

3.12. Analisis estadistico

Los explantes se asignaron en cada tratamiento de forma aleatoria y los
diferentes tratamientos se realizaron con un disefio completamente aleatorio.

Los resultados fueron sometidos al anadlisis de varianza usando la prueba de
Duncan para determinar interacciones significativas entre los diferentes
tratamientos. Se tomé el valor promedio por tratamiento de las 30 plantulas
evaluadas en cada variedad.

Los analisis se realizaron con el programa estadistico SPSS version 15.0,

considerando un nivel de significancia de a = 0.05.
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IV. RESULTADOS

Tabla 8. Parametros evaluados para la caracterizaciéon de la materia prima
de Aloe vera “sabila” y Opuntia ficus indica “tuna“. Ayacucho — 2012.

Color Liquido transparente ligeramente Liquido transparente
amarillo ligeramente verde amarillo

Aspecto Liguido viscoso Liquido viscoso

pH 4,6 54
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Figura 4. Gelificacion de Opuntia ficus indica “tuna” a diferentes
concentraciones para la sustitucion parcial de agar
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Figura 5. Gelificacion de Aloe vera “sabila” a diferentes concentraciones
para la sustitucion total de agar
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Figura 6. Gelificacion de Opuntia ficus indica “tuna” a diferentes
concentraciones para la sustitucion total de agar
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Tabla 9. Promedio de indices de desarrollo vegetativo de Solanum
tuberosum “papa“ en medios de cultivo con sustituciéon parcial y total de
agar con geles de Aloe vera “sabila“ y Opuntia ficus indica “tuna“ después
de 25 dias de cultivo. Ayacucho — 2012.

Promedio de indices del desarrollo vegetativo

Tratamientos
Tamafiode Nimerode Nimerode NGmerode Tamafio de
tallo (cm) hojas nudos raices raices (cm)
¢1 413 7% 883 4,07 501
c2 6,48 8,20 6,90 6,13 6,70 ;
c3 [ =32 8,03 677 523 5,65
SP1 177 580 483 41 133 |
sP2 [ 244 567 490 337 157
SP3 1,68 487 3,90 2.10 1,31
SA1 [ 234 527 1,50 2,67 231
SA2 2,65 5,20 4,50 220 1,69 J‘r
SA3 ] 2,37 5,67 463 250 1,90
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V. DISCUSIONES

Caracterizacion de la materia prima

El conocimiento adecuado de las propiedades fisicas del gel de Aloe vera es
importante porque se aplica tanto en el diserio de los procesos y equipos, como
en la evaluacion de la calidad del producto. Una propiedad importante en las
caracteristicas son los atributos de color, el gel de Aloe vera es incoloro, sin

embargo al ser sometido a diferentes tratamientos puede cambiar su aspecto.*®

La tabla 8 muestra que el gel de sabila tiene un color transparente ligeramente
amarillo y el gel de tuna se percibi® de color transparente ligeramente verde

amarillo.

La medicién de la viscosidad es a menudo muy importante para el control de
calidad, sobre todo de productos que se supone deben tener una cierta
consistencia en relacion a su aspecto. La pulpa de Aloe vera forma un gel, en el
que se ha identificado una larga cadena de monosacaridos, especificamente
manosas acetiladas y glucosa, que originan un mucopolisacarido soluble
denominado acemanano, componente funcional de aloe. El manano, presente

en gel liquido de aloe es la base de sus propiedades viscoelasticas.®



En cuanto a la viscosidad de los geles obtenidos en la investigacion se observé
que la sabila presenta mayor viscosidad en relacion a la tuna, esto debido a que
este dltimo fue extraido con maceracion haciendo uso del agua en una relacion

(1:1); es decir 1 kg de cladodio de tuna sin corteza en 1 L de agua.

El control del pH es otro parametro que se tomd en cuenta, en sabila el pH fue

de 4,6 y en tuna fue 5,4.

En el resultado de pH del gel de tuna se observé que la relacion peso/ volumen
durante la extraccién no influye considerablemente en el pH del gel obtenido,
debido a que prevalece el pH del agua (6,5) por el volumen utilizado pero en el
tiempo de extraccion (maceracion por 24 horas) existe una pequefa variabilidad
del pH (5,6), debido posiblemente a que ciertos iones de la tuna pasan al gel

extraido.

Inhibicién de la oxidacion de geles

Uno de los problemas mas serios y frecuentes que se presentan desde el inicio
y durante el establecimiento in vifro de tejdos vegetales es la oxidacion de
algunas especies vegetales, que se manifiesta por la ocurrencia de

oscurecimientos letales en los explantes y el medio de cultivo.®®

Al ser el gel de Aloe vera un producto de origen biolégico el primer factor que
interviene en su degradacién son las enzimas que contiene, posteriormente
intervienen factores externos entre los que se encuentran la luz, el oxigeno y los
microorganismos®’- Es asi que durante la extraccién se observé la formacién o
desarrollo de un oscurecimiento en Ioé tejidos, evidenciandose de ese modo la

oxidacion.
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Las estrategias para evitar los procesos de oxidacion que conllevan al
oscurecimiento de los tejidos del explante cultivado in vitro, son numerosas. Una
de las estrategias viene a ser el uso de antioxidantes como el acido ascérbico;
es asi que Seneviratne y Wijesekara®® mencionan que en Hevea brasiliensis
(arbol de caucho), la incorporacion al medio de cultivo del acido ascoérbico (AC)
disminuy6 considerablemente la oxidacion que ocurre en los explantes. Esto
contrasté con resultados previos poco efectivos, en donde, el AC sélo fue
utilizado para la inmersiéon de los explantes durante su preparaciéon previa a su

cultivo y no evitaron el problema.

Con el propésito de disminuir o eliminar la oxidacién del gel de Aloe vera
se evalud el uso del antioxidante acido ascorbico a diferentes concentraciones
(10, 25, 50, y 100 mg/L). La figura 1 sefala que los porcentajes de geles sin
dxidacién con acido ascoérbico a 10 mg/L es 0%, a 25 mg/L es 10%, a 50 mg/L
es 53.3% y a 100 mg/L es 93.3% de gel sin oxidacién. Estos resuitados indican
que la oxidacion fue reducida notablemente con acido ascérbico a 100 mg/L vy
que los valores de oxidacién alta se incrementaron en funcién a la disminucién

de la concentracion del antioxidante.

El acido ascérbico mantuvo al gel estable durante el secado y después del

autoclavado.

Abrajan®* menciona que el escaldado de los cladodios de tuna previa a la
extraccion del gel es el tratamiento mas efectivo para prevenir el pardeamiento
del mismo lo que permite obtener un gel en polvo para ser usado con menos
restricciones. Es asi que el gel obtenido presenta una buena caracteristica en

color, con una mayor claridad y una tonalidad menos parda.
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Esto es probablemente el resultado de la ausencia de una extraccion cuantitativa
de clorofilas (al estar la penca pelada) y la inhibicion de procesos de
pardeamiento enzimatico asociada al proceso de escaldado. No obstante, las

reacciones de pardeamiento no enzimatico progresan en una cierta extension.

Es necesario sefialar que un Unico método para el manejo de la oxidacién en
este caso de los geles obtenidos no siempre es suficiente debido a la
complejidad del problema, requiriéndose una solucién integral que involucre un

mayor nimero de variantes.

Rendimiento

La extraccion del gel de Opuntia ficus indica “tuna” que correspondié a la
maceracion durante 24 horas de 1 kg de cladodio sin corteza en 1 litro de agua,
permitié obtener 680 ml de gel. Este resultado es casi similar a lo obtenido por
Leén ef a > quienes sefialan que la mejor relacién peso/ volumen para la
extraccion de gel correspondié a 1kg de pulpa de penca sin corteza en 1 litro de
agua, mantenidos durante 24 horas de los cudles se obtienen de 650 a 690 mi

de gel de penca de tuna.

Los rendimientos de extraccion de gel seco de Opuntia ficus indica “tuna” fue de
0,39 g de 100 g de cladodio de tuna sin corteza, este resultado contrasta con lo
obtenido por Abrajan®* quien sefiala que el rendimiento de gel escaldado de
tuna fue de 066 g de 100 g de tuna fresca. La disminucion del rendimiento
puede atribuirse a que durante el pelado del cladodio de la tuna se elimina
también una fraccién de pulpa que también contiene el gel; también puede

deberse a que este se encuentra contenido dentro de células especializadas y el



simple troceado de la penca previo al escaldado, no resulta tan eficiente como la

molienda para la liberacion del hidrocoloide.

Algunos valores encontrados en la bibliografia respecto a rendimientos de
extraccién del mucilago de tuna son, por ejemplo, el de Cardenas et al. ** que
reportan un rendimiento de 0,07g de 100 g de tuna fresca. Sepllveda ef al. ©
obtuvieron rendimientos entre 1,3-1,6 g de 100 g de tuna fresca en funcién del
volumen de agua, temperatura y tiempo de extraccion. Y en cuanto a los
rendimientos de extraccién del gel de sabila tenemos 2.74 g de 100 g de sabila

fresca.

Prueba de gelificacion

Para la prueba de gelificacién se empleé tratamientos que correspondieron a la
sustitucion parcial y total de agar con los geles de sabila y tuna. Se evalué la
consistencia de cada una de las concentraciones probadas, llegando finalmente
a determinar las mejores concentraciones que podrian favorecer al objetivo

perseguido en la investigacion.

Luzel y Mejia®* mencionan que las propiedades instantaneas son un parametro
importante en la evaluacién de la calidad del producto final en polvo. Es asi que
durante la evaluacion de los resultados obtenidos en cuanto a la solubilidad, se
observé que el gel de tuna en polvo no se disuelve rapidamente reaccionando al
primer contacto con el agua, lo que dificulté considerablemente la rapida
obtencién de una mezcla homogénea formandose grumos, mientras que el gel
de sabila presentd una solubilidad mucho mas rapida y no formé demasiados
grumos, por lo que se obtuvo una mezcla homogénea con menos dificultades a

comparacioén del anterior.



En cuanto a la evaluaciéon del color, los medios gelificados con sabila; se
presentaron de color crema manteniendo la transparencia necesaria para la
observacién de las posibles contaminaciones del cultivo in vitro y su posterior

eliminacién.

Sustitucion parcial

Los resultados de los ensayos preliminares de la gelificaciéon para la sustitucion
parcial de agar con gel de sabila (figura 3), muestra que los porcentajes de
| buena gelificacion a 50 g/L es 6,7%, 100 g/L es 96,7%, 150 g/L es 60% y 200
g/L es 10 %. Este resultado demostré evidentemente que el uso de 100g/L de
gel de sabila daria una buena consistencia al medio de cultivo; es importante
también senalar que este resultado se asemeja a los obtenidos por Rodriguez y
Hechevarria® que también utilizaron gel de sabila para la sustitucién parcial de
agar; aunque en concentraciones diferentes (0,4 % de agar mas 15 % de gel de
sabila).

La gelificacién de tuna para la sustitucién parcial de agar (figura 4), muestra
que tanto a 100 y 200 g/L. de gel no hay gelificacién alguna; en tanto que a 300
g/L sélo se muestra una gelificaciéon media en un 80%. A los 400 g/L se obtuvo

un 90% de buena gelificacion.

Sustitucion total

En la figura 5, se muestra la sustitucion total de agar con gel de sabila, cuyos
resultados con buena gelificacién a 100 g/L es 0%, 130 g/L es 13,3%, 160 g/L es
93,3% y 190 g/L es 30%. Es asi que por presentar una caracteristica deseable y

un alto porcentaje de buena gelificacién se eligié la concentracién de 160 g/L.



Con respecto a la sustitucion total de agar con gel de tuna, en ninguna de las
concentraciones probadas se pudo apreciar buena gelificacion tal como se
sefiala en la figura 6; a 800 g/l se llegd a observar gelificacion media al 86,7%,
mientras que a las concentraciones de 400 y 600 g/L so6lo se observd 6,7% y

16,7% respectivamente de gelificacion media.

En cuanto a los resultados obtenidos en la evaluacién de la gelificaciéon con tuna
es preciso sefalar a cerca de la informacion existente respecto a las
propiedades funcionales del mucilago de tuna; la informacién es reciente e
indica que se trata de un polimero viscosante no gelificante®. Por lo que diriamos
que el mucilago de tuna aumenta la viscosidad y espesamiento del medio de
cultivo, pero no gelifica. Actuando asi s6lo como agente espesante y no como
agente gelificante, tal como ocurrié con el medio de cultivo preparado con la
adicién de 800g/L de gel de tuna que no fue capaz de proporcionar sostén alr

explante.

Es preciso también sefalar a cerca de Ia’ propuesta sobre la estructura del
mucilago de tuna que incluye dos distintas fracciones solubles en agua; una es
una pectina con propiedades gelificantes con Ca* y la otra es un mucilago sin
propiedades gelificantes. Se ha reportado que en Opuntia ficus indica, la fraccion
de polisacaridos solubles en agua con propiedades espesantes, representa

menos del 10 % del material soluble en agua."”

Algunos hidrocoloides necesitan condiciones especiales del medio para poder
espesar y/o gelificar, es el caso por ejemplo, del alginato o de la pectina LM que
necesitan iones calcio para poder formar el gel. Ruiz y Guerrero'” mencionan

que el mucilago de tuna es un polimero lineal y que estd compuesto por
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polisacaridos emparentados con las pectinas, asi mismo como se sefiald
anteriormente una de las fracciones que presenta la estructura del mucilago de
tuna viene a ser una pectina con propiedades gelificantes con Ca®

Posiblemente esta condicidn es la que se debié tomar en cuenta durante la
prueba de gelificacion para la sustitucion total de agar con gel de tuna y asi

obtener resultados mas satisfactorios.

Por otro lado, es necesario sefialar que las concentraciones de los componentes
quimicos que constituyen los medios de cultivo in vitro estan estandarizados de
acuerdo a las necesidades de las plantas y que la variacién de estas podrian

afectar el crecimiento y desarrollo del cultivo in vitro.

Otras condiciones especiales que se requieren para poder gelificar, en el caso
del agar por ejemplo, son los factores concentracion, tiempo, pH y contenido de
azucar.

El pH afecta notablemente la consistencia del gel, la disminucion del pH
disminuye la consistencia; haciendo que el medio nutritvo permanezca sin
gelificar.

Tomando en cuenta las condiciones que se requiere para la gelificacién, se
ajusté el pH a 5,7 a todos los medios de cultivo preparados ya sean para

sustitucion parcial y total de agar con gel de sabila y tuna.

Micropropagacion en tratamientos con gel de sabila
Durante la micropropagacion se evalué el crecimiento in vifro de las tres
variedades de papa (Canchan, Roja ayacuchana y Yungay), después de 25 dias

de haber sido cultivadas.
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La tabla 9 muestra los promedios de los indices de desarrollo vegetativo de las
tres variedades de papa: Canchan (1), Roja ayacuchana (2) y Yungay (3);
micropropagadas en medios con sustitucién parcial (SA: sabila con agar) y total

(SP: sabila pura) de agar con geles de sabila y tuna.

En cuanto al tamafio de tallo de los explantes en los diferentes tratamientos
evaluados, se observa que los mayores promedios se obtuvo en el tratamiento
C2 que corresponde al control de la variedad Roja ayacuchana (tabla 11) que
alcanz6 a medir 648 cm, seguido por los tratamientos C3 y C1 que
corresponden a los controles de la variedad Yungay y Canchan respectivamente;
la altura promedio de la variedad Yungay fue de 5,32 cm, mientras que la
variedad Canchan alcanzé un promedio de 4,73 cm, no habiendo mucha
diferencia entre estas dos variedades. Los tratamientos SA2 Y SP2 que
corresponden a la sabila con agar de la variedad Roja ayacuchana y sabila pura
también de la variedad Roja ayacuchana, alcanzaron a tener un promedio de
2,65 y 2,44 cm respectivamente; los tratamientos SA3 y SA1 que vienen a ser
sabila con agar de la variedad Yungay y Canchan alcanzaron una altura de 2,37
y 2,34 cm; asi mismo los tratamientos SP1 y SP3 que corresponden a sabila
pura de la variedad canchan y Yungay muestran que alcanzaron un promedio de

altura de 1,77 y 1,68 cm respectivamente.

Los resultados sugieren que el mayor tamario de tallo se encontré en los
tratamientos C que corresponden al control, seguidos por los tratamientos SA
que vienen a ser la combinacién del gel de sabila con agar, finalmente
encontramos a los tratamientos (SP) que mostraron un promedio de tamario de
tallo inferior a los demas excepto a lo obtenido con el tratamiento SP2 ya que

éste se encuentra dentro de los segundos mejores tratamientos (tabla 21).
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Tomando en cuenta las variedades de papa (tabla 31) se observé que la
variedad Roja ayacuchana es la mejor, seguido por las variedades Yungay y
Canchan, no habiendo diferencia significativa entre estos dos ultimos (ANOVA,

Prueba de Duncan, p >0.05)

En la evaluacién de numero de hojas encontramos que los controles presentan
mayor numero de hojas, seguidos por los tratamientos SA (sabila con agar) y SP
(sébila pura), no habiendo diferencia significativa entre los dos ultimos (tabla 13).
Evaluando los controles encontramos que el tratamiento C2 (control Roja
ayacuchana) presentod un promedio de 8,20; el tratamiento C3 (control Yungay)
8,03 y el tratamiento C1 (control Canchan) alcanzé un promedio de 7,50.

En los tratamientos SA (sabila con agar), encontramos que SA3 (sabila con agar
Yungay) presenta un promedio de 5,67; SA1 (sabila con agar Canchan) 527 y
SA2 (sabila con agar Roja ayacuchana) 5,20. En tanto que los tratamientos SP
(sébila pura) alcanzaron un promedio de 5,80 para SP1 (sabila pura Canchan);
5,67 para SP2 (sabila pura Roja ayacuchana) y 4,87 para SP3 (sabila pura

Yungay).

Los resultados para la variable nimero de hojas en los tipos de medio de cultivo
(tabla 22) sefalan que el medio control es el que tuvo mejor respuesta, seguido
por los medios SP (sabila pura: sustitucion total) y SA (sabia con agar:
sustitucién parcial), estos dos ultimos no presentan diferencias significativas
(ANOVA, Prueba de Duncan, p>0.05). Considerando la variable numero de hojas
en las diferentes variedades de papa (tabla 33), no se encontraron diferencias

significativas.
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Se encontraron diferencias significativas en tamano de tallo y nimero de hojas
de los explantes en los diferentes tratamientos (ANOVA, Prueba de Duncan,
p>0.05), donde los tratamientos SP (sabila pura) y SA (sabila con agar) son

altamente significativas respecto al control.

Las condiciones in vitro estimulan el desarrollo de las yemas axilares permitiendo
la formacidn de una planta por cada yema, la eficiencia de este sistema
muestran individuos con una gran estabilidad genética; al respecto la evaluacion
del numero de nudos (tabla 14), nos muestra que los mayores promedios se
encontré en los tratamientos control (C), donde el tratamiento C2 (control Roja
ayacuchana) alcanzé un promedio de 6,90; C3 (control Yungay) alcanzé un
promedio de 6,77; C1 (control Canchan) alcanzé un promedio de 6,63. Los
segundos tratamientos que mejor respuesta tuvieron fueros los tratamientos SP
(sabila pura), donde SP1 (sabila pura Canchan) y SP2 (sabila pura Roja
ayacuchana) alcanzaron un promedio de 4,93 y 4,90 respectivamente, mientras
que en el tratamiento SP3 (sabila pura Yungay) sélo alcanzé a obtener un
promedio de 3,90.

Finalmente con respecto a la evaluacién del nimero de nudos podemos sefialar
que los terceros con mejor respuesta fueron los tratamientos SA (sabila con
agar), donde SA3 (sabila con agar Yungay) alcanz6 un promedio de 4,36; SA2
(sabila con agar Roja ayacuchana) tuvo un promedio de 4,50 y SA1 (sabila con

agar Canchan) mostré un promedio de 4,50.

Considerando la variable niumero de nudos en los tipos de medio de cultivo
(tabla 24) encontramos al control (C) con la mejor respuesta, seguido por los
tratamientos SP (sabila pura) y SA (sabila con agar), entre los dos Ultimos no hay

diferencia significativa. Tomando en cuenta la misma variable en las diferentes
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variedades (tabla 35) las tres variedades evaluadas (Roja ayacuchana, Canchan
y Yungay) no presentan diferencias significativas (ANOVA, Prueba de Duncan,

p>0.05).

En cuanto al nimero de raices, se pudo llegar a observar que el que mejor
repuesta tuvo fue el tratamiento C2 (control Roja ayacuchana) con 6,13 de
promedio, seguido por el tratamiento C3 (control Yungay) con 523; a
continuacién se encontraron los tratamientos SP1 (sabila pura Canchan ) con
4,13 y C1 (control Canchan) con 4,07. El tratamiento SP2 (sabila pura Roja
ayacuchana) tuvo un promedio de 3,37, en tanto que SA1 (sabila con agar
Canchan) alcanzé un promedio de 2,67; SA3 (sabila con agar Yungay) con 2,50
de promedio; SA2 (sabila con agar Roja ayacuchana) con 2,67 y SP3 (sabila

pura Yungay) con un promedio de 2,10.

Con los resultados obtenidos en la variable nimero de raices en los tipos de
medio (tabla 27) empleados podemos mencionar que el medio control (C) fue el
que mejor respuesta tuvo, seguido por el medio SP (Sabila pura: sustitucién total
de agar agar), encontrando finalmente al medio SA (Sabila con agar: sustitucion
parcial de agar).Tomando en cuenta las variedades de papa (tabla 37) se
determindé que no hay una diferencia significativa entre Roja ayacuchana (2) y
Canchan (1) ya que estos fueron los que mejor respuesta tuvieron, seguido por

la variedad Yungay (3).

En la tabla 9 también se muestran los promedios alcanzados en cuanto a
tamario de raices, es asi que encontramos a los controles con mejor respuesta,
C2 (control Roja ayacuchana) con 6,70 cm; C1 (control Canchan) con 5,91 cm y

C3 (control Yungay) con 5,65 cm en promedio; seguido por los tratamientos SA
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(sabila con agar), donde SA1 (sébila con agar Canchan) tuvo 2,31 cm; SA3
(sébila con agar Yungay) tuvo 1,90 cm; SA2 (sabila con agar Roja Ayacuchana)
con promedio de 1,59 cm. Finalmente encontramos a los tratamientos SP (sabila
pura), donde SP2 (sabila pura Roja Ayacuchana) alcanz6é un promedio de 1,57
cm; SP1 (sabila pura Canchan) con promedio de 1,33 cm y SP3 (sabila pura

Yungay) con 1,31 cm en promedio.

En la evaluacion de la variable tamario de raices en los tipos de medio de cultivo
(tabla 29) encontramos como el mejor medio al control (C) seguido por el medio
SA (sébila con agar: sustitucion parcial de agar) y finalmente el medio SP (sabila
pura: sustitucion total de agar). Con respecto a la variable tamafo de raices en
las diferentes variedades (tabla 39), no hay diferencia significativa en las tres

variedades (ANOVA, Prueba de Duncan, p>0.05)

Los tratamientos con gel de sabila, no son significativamente iguales al medio
con agar (control), porque este ultimo se mostré ser superior tanto en el tamarno
del tallo, €l nimero de hojas, nimero de nudos, numero de raices y tamafo de
raices; de las plantulas de las tres variedades de papa. Pero es importante
resaltar que al usar gel de sabila también se consiguieron el crecimiento de las

plantulas; sélo que no se ha liegado a obtener los tamafios adecuados.

Micropropagacion en tratamientos con gel de tuna
La micropropagacion en los tratamientos de sustitucion parcial de agar con gel
de tuna (40% de tuna mas 0.35% de agar), mantuvieron viables a los explantes

solo hasta el dia 5, a partir del cual todos los explantes se marchitaron.
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Marga ef al*"

' mencionan que el tipo de agente gelificante y las concentraciones
a ser empleadas pueden ser tan importantes como la seleccién de la mezcla
ideal de nutrimentos. Una inadecuada concentracion puede reducir el

crecimiento y proliferacion de los brotes.

Asi mismo Singha et al'*> plantea que un incremento de la viscosidad del medio
puede afectar la eficiencia de los cultivos de tejidos vegetales porque altera la
velocidad de difusion de los nutrientes, y por ende, la disponibilidad de los
componentes. Al respecto se sabe también que la absorciébn de iones
inorganicos tales como los nitratos por las plantulas obtenidas es menor cuando
crecen en medios solidificados con agentes gelificantes, entre ellos, el agar que

cuando lo hacen en medios liquidos**

El contenido de azucar también tiene un efecto considerable sobre el gel de
agar, pues su aumento resulta en un gel con mayor dureza pero con menor

cohesion.

Con estas aseveraciones se podria decir que el gel de tuna al tener la habilidad
de modificar las propiedades funcionales como la viscosidad, elasticidad, textura,
etc. y tras la combinacion realizada con agar se obtiene un producto viscoso que
altera la velocidad de difusién de los nutrientes contenidos en el medio de
cultivo, por lo que los explantes posiblemente no pudieron adquirir los nutrientes

necesarios para un buen crecimiento y desarrollo.

Las combinaciones de espesante y gelificantes entre si o con otros ingredientes

permiten obtener una amplisima gama de agentes de textura. La seleccion de
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los componentes de dicha mezcla es la clave para la obtencion de la reologia
deseada’s.

En general, podriamos decir que el uso de mezclas de hidrocoloides puede ser
ventajoso siempre en cuando se seleccionen los componentes adecuados de
dicha mezcla. Por una parte, también seria posible la aparicién de sinergismos
que permiten la reduccion de las dosis totales y, por ofro lado, pueden
elaborarse formulaciones especificas dirigidas a diferentes condiciones de uso.
Por otro lado debemos tener cuenta que los geles obtenidos en esta
investigacién no son un producto estandar y como consecuencia puede afectar

el crecimiento y desarrollo de los tejidos.

Una vez establecido el cultivo in vitro pueden esperarse diferentes respuestas
que van desde la muerte del explante por la utilizacién de un medio de cultivo
inadecuado; la contaminacion del material por sobre crecimiento de algin
microorganismo endégeno o por un deficiente tratamiento de desinfeccion
superficial. Uno de los principales problemas que se ven reflejados dentro del
cultivo de tejidos vegetales es la contaminacién por bacterias y hongos; por ello
se hizo un seguimiento de los explantes micropropagados para detectar las
posibles contaminaciones y sacar del cuarto de cultivo los recipientes

contaminados.

Por otro lado4el gel extraido de la pulpa de Aloe vera ha recibido un especial
interés por el hecho de que genera entre 4 y 2 reducciones logaritmicas en el
crecimiento del micelio de mohos tales como Penicillium digitatum, Botrytis
cinerea y Alternaria alternata a concentraciones del gel a 250 ml/L*®. De acuerdo
a lo sefalado podemos dar cuenta de que en ninguno de los cultivos con gel de

Aloe vera se presentd contaminacion por hongos.
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Esta investigacion nos abre una perspectiva sobre los efectos que ejercen los
geles de Aloe vera y Opuntia ficus indica como agentes gelificantes en el
crecimiento y desarrollo de plantulas de Solanum tuberosum “papa” cultivados in
vitro. La evaluacion de cdmo afecta el agente gelificante utilizado en las plantas
cultivadas in vitro, nos permite ampliar los conocimientos sobre esta area y asi

mismo optimizar recursos para obtener resultados mas prometedores.
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VL. CONCLUSIONES

' Se estandarizé un protocolo para la extraccién de gel de Aloe vera “sabila”
mediante la adicion de 100 mg/L de acido ascérbico que evitd la oxidacion
del gel. Mientras que en Opuntia ficus indica ‘tuna” la oxidacion se evitdé con
el escaldado de los cladodios a 80 °C durante 5 minutos.

Se determiné que la concentracién 6ptima de gel para sustituir parcialmente
al agar con gel de sabila es 100 g/L y con gel de tuna es 400 g/L. En tanto
que las concentraciones Optimas para la sustitucion total de agar con gel
de sabila es 160 g/L, mientras que con gel de tuna no se llegdé a determinar
una concentracién optima.

Se evalud el desarrollo in vitro de explantes de Solanum tuberosum “papa’
en tratamientos para la sustitucion parcial y total del agar con gel de sabila,
logrando determinar que los tratamientos control fueron los que tuvieron
mejor respuesta en todos los indices de desarrollo vegetativo evaluados, a
comparacion de los tratamientos sabila pura y sabila con agar; no habiendo
mucha diferencia significativa entre las dos Ultimas. Mientras que los
tratamientos para la sustitucién parcial del agar con gel de tuna no permitio

el crecimiento in vitro de los explantes de papa.
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar estudios que permitan dilucidar como afecta el agente gelificante
utilizado en las plantas cultivadas in vifro, ya que esto nos permitira ampliar
los conocimientos en esta area y optimizar recursos para obtener
resultados mas prometedores.

Actuar cuidadosamente con respecto a la adicion de un nuevo agente
gelificante no estandar un sistema de cultivo de tejidos vegetales, pues
segun el tipo y concentracion, pueden variar considerablemente los
sistemas de cultivo, entre ellos la introduccién y micropropagacion de las
plantulas in vitro.

Debido a la importancia que implica contar con un agente gelificante que
pueda sustituir al agar en los medios de cultivo in vitro, se propone
continuar estos estudios con el objetivo de encontrar la manera de mejorar

fa eficacia del gel de Aloe vera.
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Anexo 3

Analisis estadistico del ensayo para la etapa de micropropagacion

Tabla 12. Andlisis de varianza para la variable tamafo de tallo de los

explantes de
micropropagacion..

tres variedades de papa en diferentes tratamientos de

Informe
Tratamientos N Media De:'[;ii:iién Varianza Minimo Méximo
C-
l Canchan 30 4737 o 8628 ,7445 ] 3,2 6,6
C-RA. 30 6,483 1,4965 2,2394 35 9,3
{ C-Yungay 30 5,320 1,9959 3,9837 2,2 10,0
Sp. » 04 o Y
Canchan 30 1,773 , 7515 5648 7 34
Tam. | SP-RA. 30 2,440 8775 7701 9 45
Tallo SP- an '
Yungay 30 1677 , 7181 5156 6 32
SA-
Canchan 30 2,343 1,1202 1,2550 ¥4 46
SARA. 30 2,647 ,9070 8226 6 44
SA-
Yungay ' 30 2,370 1,0076 1,0153 9 44
Total 270 3,310 1,9954 3,9818 6 10,0
ANOVA
Tam. Tallo* Tratamientos
Suma de Media
Gl Sig.
cuadrados cuadréitica
Inter-grupos 725,688 8 90,711 68,542 ,000
Tam. ‘
Tallo Intra-grupos 345,415 261 1,323
Total 1071,103 269
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Tabla 13. Prueba de Duncan para la variable tamario de tallo.

Tratamientos N Subconjunto para aifa = 0,05
- 1 2 3 4 5
SP-Yungay 30 1,677
SP- 30 1,773 1,773
Canchan B
SA- 30 2,343 2,343
Canchan
SA-Yungay E 30 2,370 2,370
SP-RA. 30 2,440
SARA. | 30 2,647
C-Canchan 30 4737
C-Yungay | 30 5320
C-RA. [ 30 6,483
Sg. | 745 ,058 ,359 ,051 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 30,000.

Tabla 14. Analisis de varianza para
tres variedades de papa en

explantes de
micropropagacion.

la variable nimero de hojas de los
diferentes tratamientos de

Informe

Tratamientos N Media  Desviacion Varianza  Minimo Méximo

_______ tipica
C-Canchan 30 7,50 1548 23966 5 11
| CRA. 30 8,20 1955  3,8207 5 14
C-Yungay 30 8,03 1,991 39644 4 14
| sP-Canchan 30 5,80 1,064 1,1310 3 8
SP-RA. 30 5,67 1,845 3,4023 2 9
N° hojas | SP-Yungay 30 4,87 1,833 3,3609 2 8
SA-Canchan 30 5,27 1,837 33747 3 10
| SA-RA. 30 5,20 1,186 1,4069 3 7
' SA-Yungay 30 5,67 1,768 31264 3 9
| Total 270 6,24 2,073 4,2969 2 14
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N° hojas * Tratamiento

ANOVA

Suma de gl Media F 8ig.
cuadrados cuadrética
Inter-grupos I 402,333 8 50,292 17,419 ,000
Intra-grupos 753,533 261 2,887
Total J 1155,867 269

Tabla 15. Prueba de Duncan para la variable nimero de hojas.

Duncan®
Tratamientos N Subconjunto para alfa = 0,05 i
S 2

SP-Yungay 30 4,87

SA-RA. l 30 5,20

SA-Canchan 3d 5,27

SPRA. | 30 5,67

SA-Yungay | »'30 — 567

SP-Canchan | 30‘ 5,80

C-Canchan 30 7,50
C-Yungay 30 8,03
C-RA. 30“‘ o 8,20
Sig. 063 134

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 30,000.
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Tabla 16. Analisis de varianza para la variable nimero de nudos de los
explantes de tres variedades de papa en diferentes tratamientos de

micropropagacion.

Informe
Tratamientos N Media Dﬁj‘g?g"“ Varianza  Minimo  Méxdmo

“C-Canchan 30 663 1,189 1,4126 4 9
' C-RA. 30 6,90 1,647 2,7138 4 10

i
C-Yungay 30 6,77 1,382 1,9092 3 9
' SP-Canchan 30 4,93 1,112 1,2368 3 7
N° nudos  SP-RA. 30 490 1807 3,2655 1 8
SP-Yungay 30 3,90 1,768 3,1276 1 7
SA-Canchan 30 4,50 1,889 3,5690 2 9
SA-RA. 30 450 1,009 1,0172 3 6
SA-Yungay 3 463 1,752 3,0678 2 8
’ Total 270 5,30 1,862 3,4658 1 10

ANOVA
N° nudos * Tratamientos
Suma de Meodia
| F Sig.
cuadrados 9 cuadrética g
Inter-grupos 314,030 8 39,254 16,571 ,000
Nonudos  Itra-grupos 618,267 261 2,369
Total 932296 269
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Tabla 17. Prueba de Duncan para la variable numero de nudos

Tratamientos N Subconjunto para aifa = 0.05
. 1 2 3

SP-Yungay 30 3.90

SA-Canchan 30 450 4,50

SA-RA. 30 450 450

SA-Yungay 30 463 463

SP-RA. 30 490

SP-Canchan 30 493

C-Canchan 30 663
C-Yungay 30 6.77
C-RA. 30 6.90
S9. 093 341 532

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamaiio muestral de la media arménica = 30,000.

Tabla 18. Andlisis de varianza para la variable numero de raices de los
explantes de tres variedades de papa en diferentes tratamientos de
micropropagacion.

Informe
Tratamientos N Media De:i;;:zlén Varianza Minimo Méaximo
CCanchan 30 407 1337 17885 2 7
| CRA. 30 6,13 1306 17057 3 8
C-Yungay 30 523 1,524 2,3230 2 8
| SP-Canchan 30 4,13 1,306 17057 1 6
SP-RA. 30 3,37 1,732 29989 1 7
N° raiz | SP-Yungay 30 2,10 885 7828 1 4
SA-Canchan 30 267 1,028 1,0575 1 4
| SARA. 30 2,20 805 6483 1 3
SA-Yungay 30 2,50 974 9483 1 5
| Total 270 3,60 1,812 3,2818 1 8
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NP raiz * Tratamientos

ANOVA

¥

Inter-grupos |
N°raiz  Intra-grupos
Total

1

Suma de Media
gl Sig.
cuadrados cuadritica
478,000 8 59,750 38,525 ,000
404,800 261 1,551
882,800 269

Tabla 19. Prueba de Duncan para la variable numero de raices.

Tratamientos Subconjunto para alfa = 0.05
I 1 2 3 4 5
SP-Yungay 30 2.10
SA-RA. 30 2,20
SA-Yungay 30 2,50
SA-Canchan 30 267
SP-RA. 30 337
C-Canchan 30 407
SP-Canchan 30 413
C-Yungay 30 523
C-RA 30 6.13
S8 , 110 1,000 836 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 30,000.
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Tabla 20. Analisis de varianza para

explantes de

tres variedades de papa en
micropropagacion.

la variable tamano de raices de los
diferentes tratamientos de

Informe

Tratamientos N Media D?,;l':f"" Varianza  Minimo  Mdximo
C-Canchan 30 © 59100 135477 18354 3.80 910

| C-RA. 30 6,7000 178442 3,1841 2,70 9,90
C-Yungay 30 56467 145785 2,1253 330 9,00

| SP-Canchan 30 1,3283 54703 2992 55 3,00
Tam. Raiz SP-RA. 30 15733 47771 2282 69 2,55
| SP-Yungay 30 1,3120 38205 1460 55 2,31
SA-Canchan 30 2,3057 1,18094 1,3946 1,10 6,00

| SARA. 30 1,5900 90719 8230 40 3,60
SA-Yungay 30 19027 95783 9174 66 492

| Total 270 3,1410 2,38316 5,6795 40 9,90

ANOVA
Tam. Raiz * Tratamientos
Suma de Media .
gl Sig.
cuadrados cuadrética
inter-grupos | 1210,129 8 151,266 124,290 ,000
Tam.Raiz  intra-grupos 317,647 261 1,217
Total 1527776 269
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Tabla 21. Prueba de Duncan para la variable tamano de raices.

Tratamiontos N Subconjunto para alfa = 0,05
o 1 2 3 4
SP-Yungay 30 1,3120
SP-Canchan 30 13283
SP-RA. 30 1,5733
SA-RA. 30 1,5900
SA-Yungay 30 19027 1,9027
SA-Canchan 30 2,3057
C-Yungay 30 5,6467
C-Canchan 30 5,9100
CRA. 30 6,7000
S ,065 ,158 356 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamaiio muestral de la media arménica = 30,000.

Tabla 22. Analisis de varianza para la variable tamaio de tallo de explantes
de papa en los tipos de medio de cultivo.

Informe
Tamafo de Tallo _

Medio Media N D°:["pi:'c‘;'°“ Varianza Méximo  Minimo
Control 55133 90 167434 2803 10,00 220
Sp | 19633 90 84819 719 4,50 60
SA 2,4533 9 101330 1,027 4,60 60
Total | 33100 270 199544 3,982 10,00 60
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ANOVA

Tam. Tallo* Tipo de medio de cultivo

Suma do Media
cuadrados g cuadrética F Sig.
inter-grupos i 666,186 2 333093 219,640 ,000
Intra-grupos 404,917 267 1,517
Total 1071,103 269
Tabla 23. Prueba de Duncan para la variable tamano de tallo.
Duncan
Subconjunto para alfa = .05
Medio N i
1 A 2 3
SP { 90 10633
SA 90 2,4533
Control | 90 5,5133
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamaio muestral de la media arménica = 90,000.

Tabla 24. Analisis de varianza para la variable naimero de hojas en los tipos

de medio de cultivo.

Informe
Nro_hojas _

Medio Media N De:iv;;ilén Varianza Méximo  Minimo
Control 79111 90 184601 3408 14,00 4,00
sp | 54444 90 165652 2744 9,00 2,00
SA 53778 90 161856 2,620 10,00 3,00
Total | 62444 270 2,07290 4,297 14,00 2,00
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ANOVA

Nro_hojas * Tipo de medio de cultivo

Suma de Media
_cuadrados 9 cusarita F S J
Inter-grupos 375,200 2 187,600 64,162 ,000
780,667 267 2,924
Intra-grupos ) N
1155,867 269

Total

Tabla 25. Prueba de Duncan para la variable nimero de hojas.

Duncan
Subconjunto para aifa
=,05
Medio N
1 2

SA | 90 53778
sp 90 54444
Control 1 %0 7,9111
Sig. 794 1,000

Se muestran fas medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 80,000.

Tabla 26. Analisis de varianza para la variable nimero de nudos en los
tipos de medio de cultivo.

Informe
Nro nudos _
) . Desviacion .

Medio Media ’ﬁ_N tipica Vamm M&xirgo Minimo J
Control 6,7667 90 1,40665 1,979 10,00 3,00
sP I 45778 90 164882 2,719 8,00 1,00
SA 45444 90 1,58051 2,498 9,00 2,00
Total I 5,2963 270 1,86166 3,466 10,00 1,00

74



ANOVA

Nro_nudos * Tipo de medio de cultivo

Suma de Media .
_cuadrados 9 cuadritica F  Si& |
Inter-grupos 291,919 2 145,959 60,856 ,000
Intra-grupos i 640,378 267 2,398
932,296 269

Total

Tabla 27. Prueba de Duncan para la variable nimero de nudos.

Duncan
Subconjunto para
Medio N alfa=,05
1 2
SA ] 90 45444
SP | 90 45778
Control t 90 6,7667
Sig. | 885 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica = 90,000.

Tabla 28. Analisis de varianza para la variable numero de raices en los
tipos de medio de cultivo.

Informe
Nro raices _

Medio Modia N D‘*;‘!’,'i‘::‘;‘é" varianza  Mé&ximo MinimoJ
Control 51444 90 161844 2619 8.00 200
SP . 32000 90 158078 2,499 7.00 1.00
SA 24556 90 195000 902 5,00 1,00
Total | 36000 270 1,81157 3,282 8,00 1,00
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ANOVA

Nro_raices * Tipo de medio de cultivo

Suma de Media .
~cuadrados ' cusdrética F Sig.
Inter-grupos 346,956 2 173,478 86,440 ,000
535,844 267 2,007
Intra-grupos B
Total 882,800 269

Tabla 29. Prueba de Duncan para la variable numero de raices.

Duncan

Modio N Sl:bconjunl:o ;ara alfa = ;?5 }
SA ] 90 24556 ‘
SP 90 3,2000
Control | 0 51444
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 90,000.

Tabla 30. Anadlisis de varianza para la variable tamaiio de raices en los tipos
de medio de cultivo.

Informe
Tam_Raiz
“Desviacién ‘

Medio N Media  tipica Y222 aynimo  Méximo
c 90 6,0856 1,59081 25307 270 9,90
SP | 90 14046 48360 2339 55 3.00
SA 90 19328 1,05277 11083 40 6,00
Total 270 3.1410 238316 56795 40 9.90
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ANOVA

Tam_Raiz * Tipos de medio de cultivo

~ Sumade Media
cuadrados gl cuadritica F Sig.
Inter-grupos i 1183,090 2 591,545 458,221 ,000
Intra-grupos 344,686 267 1,291
Total 1527,776 269

Tabla 31. Prueba de Duncan para la variable tamaiio de raices.

Subconjunto para alfa = 0.05

Medio N
1 2 o :1 ]
SP 90 1,4046
SA Q0 1,9328
Control 0 6,0856
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamano muestral de la media arménica = 90,000

Tabla 32. Analisis de varianza para la variable tamaiio de tallo de explantes
de papa en las diferentes variedades.

Informe
Tamaro de Tallo _
, Desviaci® Varianz .
Variedad i Modia L _N n tipica a Miaximo Minimo J

; Canchan 2,951 90 1,568187 2,502 6,60 70

Roja ayacuchana s 3,8567 90 2,17814 4744 9,30 60

Yungay 03,1222 90 2,07850 4320 10,00 60

Totai } 3,3100 270 199544 3,982 10,00 60
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Tam_Tallo * Variedad

ANOVA

Suma de Media
cuadrados g cuadrética F Sig.
Inter-grupos 41662 2 20,831 5,403 005
Intra-grupos 1029,441 267 3,856
1071,103 269

Total

Tabla 33. Prueba de Dunca

n para la variable tamano de tallo.

Variedades

Canchan
Yungay
R.A.

sg. |

Subconjunto para alfa =
N 0.05
o 2
90 2,951
90 3,122
90 3,857
559 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamario muestral de la media armoénica = 80,000.

Tabla 34. Analisis de varianza para la variable numero de hojas en las

diferentes variedades.

Informe
Nro_hojas _

Variedad Media N De:“;:f"" Varianza Méximo  Minimo
Canchan 61889 90 177937 3166 11,00 3,00
Roja ayacuchana | 63556 9 2,13747 4569 14,00 2,00
Yungay 61889 90 228770 5234 14,00 2,00
Total | 62444 270 207290 4297 14,00 2,00
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ANOVA

Nro_hoias * Variedad

Suma de Media )
cuadrados o cuadritica F Sig.
inter-grupos 1667 2 833 193 825
intra-grupos 1154,200 267 4323
Total 155,867 269

Tabla 35. Prueba de Duncan para la variable nimero de hojas.

Subconjunto
Variedades N para aifa = 0,05
. 1
Canchan 90 6,19
Yungay ( 90 6,19
RA. | 90 6,36
Sg. I 616

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamario muestral de la media arménica = 90,000.

Tabla 36. Andlisis de varianza para la variable nimero de nudos en las

diferentes variedades.

Informe
Nro_nudos
Variedad Media D"fi‘".“"’“ Varianza  Méximo  Minimo

— pica o
Canchan 5,3556 90 1,69806 2,883 9,00 2,00
Roja ayacuchana 5,4333 90 1,84238 3,394 10,00 1,00
Yungay 5,1000 90 2,03370 4,136 9,00 1,00
Total 5,2963 270 1,86166 3,466 10,00 1,00
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ANOVA

Nro_nudos * Variedad

Suma de Media ,
cuadrados ¢l cuadrética F Sig.
inter-grupos 5474 2 2,737 788 456
Intra-grupos 926,822 267 3,471
932,296 269

Total

Tabla 37. Prueba de Dunean para la variable nimero de nudos.

Subconjunto
Variedades N para alfa=0.05
o 1
Yungay 90 510
Canchan I 90 5,36
RA. 90 5,43
Sg. J ,261

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 90,000.

Tabla 38. Analisis de varianza para la variable nimero de raices de

explantes en las diferentes variedades.

Informe
Nro_raices _

Variedad Media N D“ﬁ‘gl“‘;‘é" Varanza  Maximo  Minimo
Canchan | 36222 a0 139484 1,946 7,00 1,00
Roja ayacuchana 3,9000 90 2,12026 4,496 8,00 1,00
Yungay | 32778 90 1,81150 3,282 8,00 1,00
Total { 3,6000 270 1,81157 3,282 8,00 1,00
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Anexo4d

Tabla 42. Promedio de la oxidacion de gel de Aloe vera “sabila” a diferentes
concentraciones de acido ascoérbico.

Oxidacion Concentracién de acido ascorbico (mg/lL)
10 25 50 100 |
Oxidacién Alta 23 19 10 0
Oxidacién Media | 7 8 ' 4 " 2

Sin Oxidacion I 0 3 16 28
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Anexo 5

Promedio de la gelificacion de diferentes concentraciones de gel de Aloe
vera “sabila“ y Opuntia ficus indica “tuna“ para la sustitucién parcial y
total de agar.

Tabla 43. Promedio de la gelificacion de diferentes concentraciones de gel
de Aloe vera “sabila” para la sustitucion parcial de agar.

Concentraciones de gei

Gelflccion = S0 w0 200
| Sin Gelificacion [ 0 0 0 0
| Gelificacion Media 28 1 0 0
' Buena Gelificacion : 2 29 18 3
+ Gelificacién Alta 0 0 12 27

Tabla 44. Promedio de la gelificacion de diferentes concentraciones de gel
de Opuntia ficus indica “tuna“ para la sustitucion parcial de agar.

concentraciones de gel

Gelificacién 100 200 300 400
' Sin Gelificacion ; 30 30 6 0
! Gelificacion Media 0 0 24 3
‘ Buena Gelificacion 0 0 0 27
| Gelificaci6n Alta 0 0 0 0

Tabla 45. Promedio de la gelificacion de diferentes concentraciones de gel
de Aloe vera “sabila“ para la sustitucion total de agar.

Concentraciones de gei

Gellficaclén 100 130 160 190
. Sin Gelificacion T 12 0 0 0
I Gelificacion Media 18 26 2 0
' Buena Gelificacion A 0 4 28 9
LC_;gI_iﬁf_a(ié_n Alta 0 0 0 21




Tabla 46. Promedio de la gelificacién de diferentes concentraciones de gel
de Opuntia ficus indica “tuna“ para la sustitucion total de agar.

Concentraciones de gei

Gelificacion
_._ 200 400 600 800
Sin Gelificacién | 30 28 25 4
Gelificacion Media 0 2 5 26
Buena Gelificacion [ 0 0 0 0
Gelificacién Alta 0 0 0 0
Anexo 6

Tabla 47. Descripcion de los tratamientos empleados para la
micropropagacion in vitro de tres variedades de Solanum tuberosum
“papa” en medios con sustituciéon parcial y total de agar con gel de Aloe
vera “sabila”.

Yungay (3)

Variedad Tratamiento Componente
C1 : Control Canchan 0,7% (p/v) de agar
Canchan (1) l SA1: Sabila con agar 10% de gel de sabila + 0,35% de agar
SP1. Sabila pura 16% de gel de sabila
l C2: Control R. ayacuchana 0,7% (p/v) de agar
Roja ayacuchana (2) SA2: Sabila con agar 10% de gel de sabila + 0,35% de agar
: SP2: Sébila pura 16% de gel de sabila
C3: Control Yungay 0,7% (p/v) de agar
‘ SA3: Sabila con agar 10% de gel de sabila + 0,35% de agar
SP3: Sabila pura 16% de gel de sabila
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Anexo 7

Metodologia del proceso de extraccion de gel Aloe vera “sabila” y opuntia

ficus indica “tuna‘.

Figura 7. Metodologia del proceso de extraccion de gel Aloe vera “sabila“

Cosecha de hojas
frescas y maduras

Lavado con agua Lavado y desinfeccién > Eliminacién
corriente y detergente con hipoclorito de sodio de espinas
(6%) x15 min Dejar remojando
durante 24 horas
Eliminacion del Acibar
Molienda Deshidratacion a 27°c x Filtracié ~
iltracién 1
24 h < Molido led Descortezado
Polvo de Gel de sabila Caracterizacién e Color
e Aspecto
° pH
¢  Oxidacién
+« Rendimiento
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Cosecha de hojas frescas y
maduras

Figura 8. Metodologia del proceso de extraccion de gel de opuntia ficus
indica “tuna”

Lavado con agua corriente y

Eliminacién de espinas

Lavado y desinfeccién con

detergente hipoclorito de sodio (6 %) x
1min
Macerado x 24h (Con Rebanado y escaldado Pelado
agua) a 80 °C x 5 min
v
Filtracién > Caracterizacion de la e Color
materia prima e Aspecto
. pH
e Oxidacion
Pesar la muestra ¢ Rendimiento

}

Deshidratacién a 30 °C x
24 h

Molienda

Polvo de Gel de sabila
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Anexo 8

Procedimiento de la extraccion de gel de Aloe vera “sabila”“ y Opuntia ficus
indica “tuna”

Figura 9. Procedimiento de la extraccion de gel de Aloe vera “sabila”

a) planta madura, b) eliminacion de espinas, ¢) lavado y desinfeccion, d) eliminacién de
acibar, e) descortezado, f) pulpa de A vera, g) filtrado, h) gel deshidratado, i) gel en polvo
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Figura 10. Procedimiento de la extraccion de gel de Opuntia ficus indica
“tuna“

a) penca madura, b) lavado y desinfeccion, c) Rebanado, d) Troceado, e) escaldado, f)
macerado, g) gel, h) deshidratado, i) gel en polvo.
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Anexo 9
Evaluacién de las caracteristicas de gel liquido y seco de Aloe vera “sabila” y

Opuntia ficus indica “tuna”

Figura 11. Gel liquido y seco de Aloe vera “sabila“ y Opuntia ficus indica
“tuna”

Gel liquido: a) sabila b) tuna

Gel seco: C) sabila d) tuna
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Anexo 10

Figura 12. Determinacion del pH y peso seco de gel de Aloe vera “sabila”

a) Determinacion del pH b) Determinacién del peso seco

Anexo 11

Figura 13. Evaluacion de la oxidacion de gel liquido de Aloe vera ”sabila“ a
diferentes concentraciones de acido ascérbico

a) 25 mg/l, b) 50 mg/I, C) 100 mg/l d) Blanco
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Anexo 12

Figura 14. Evaluacion de la oxidaciéon de gel en polvo de Aloe vera “sabila“
a diferentes concentraciones de acido ascdrbico

Anexo 13

Figura 15. Cuadro de colores para determinacion del grado de oxidacion de
gel de Aloe vera “sabila“
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Anexo 14

Figura 16. Proceso de preparacion de medios de cultivo

a) Preparacion de MS, b) ajuste de pH, c¢) vertido de MS a tubos de ensayo, d)
frascos conteniendo medio de cultivo a base de gel de A. vera

Anexo 15

Figura 17. Micropropagacién y crecimiento in vitro de explantes de papa

a) Planta madre b) corte de explantes C) explantes micropropagados
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Anexo 16

Crecimiento in vitro de explantes de Solanum tuberosum “papa“ en medio
de cultivo para la sustitucion total y parcial de agar con gel de Aloe vera
“sabila”

Figura 18. Crecimiento in vitro de explantes de Solanum tuberosum ”papa”
en medio de cultivo para la sustitucion total de agar con gel de Aloe vera
“sabila“

Figura 19. Crecimiento in vitro de explantes de Solanum tuberosum "papa“
en medio de cultivo para la sustitucion parcial de agar con gel de Aloe vera
”sabila“
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Anexo 17

Plantulas de Solanum tuberosum “papa“ después de 25 dias de
micropropagacion en medio de cultivo con sustitucion parcial y total de
agar con gel de Aloe vera “sabila“

Figura 20. Plantulas de Solanum tuberosum “papa” después de 25 dias de
micropropagacion en medio de cultivo con sustituciéon parcial de agar con
gel de Aloe vera “sabila“

Figura 21. Plantulas de Solanum tuberosum “papa“ después de 25 dias de
micropropagacion en medio de cultivo con sustitucion total de agar con
gel de Aloe vera “sabila“
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EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, la Bach. en Biologia, Srta. Zilda, CHIPANA REZZA, ha solicitado la
~ identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.
Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacion

de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : CARYOPHYLLIDAE

ORDEN : - CARYOPHYLLALES

FAMILIA : CACTACEAE

GENERO : Opuntia

ESPECIE : Opuntia ficus indica (L) Mili.
N.V. ; “tuna”

Se expide la certificacién correspondiente a solicitud de la interesada

para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 15 de Abril del 2013




EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, la Bach. en Biologia, Srta. Zilda, CHIPANA REZZA, ha solicitado la
identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de Clasificacién
de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : LILIOPSIDA

SUB CLASE : LILIDAE

ORDEN : LILIALES

FAMILIA ; LILIACEAE
GENERO X Aloe

ESPECIE : Aloe vera L.

N.V. : “sébila”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada

para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 15 de Abril del 2013
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