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RESUMEN

Physalis peruviana L., “Aguaymanto”, es una especie oriunda de los andes peruanos que
en los ultimos afios ha cobrado importancia comercial debido a las propiedades de su fruto
como alimento funcional. El presente trabajo evaluo el efecto de la adicion de dos agentes
osmoticos, manitol y sorbitol, sobre el crecimiento y desarrollo de microesquejes
cultivados in vitro. El estudio se desarrollé utilizando material vegetal procedente de las
regiones Cajamarca y Junin (Caj 04, Caj 05, Jun 01 y Jun 03), para la futura elaboracion de
un medio de cultivo que permita la conservacion a mediano plazo de esta especie. En el
estudio se utilizo el medio formulado por Murashige y Skoog (1962), al que se le adiciond
una concentracion de 20 g/L de manitol, sorbitol, o ambos osmolitos al mismo tiempo. Los
experimentos contaron con controles negativos de medio MS (1962) sin reguladores
osmoticos. Evaluaciones realizadas a los 50, 100 y 130 dias para las variables: longitud de
plantula, nimero de nudos y nimero de explantes vivos fueron analizadas estadisticamente
utilizando un Disefio Completo al Azar (DCA) en arreglo factorial. Los explantes pudieron
ser conservados efectivamente durante el periodo de evaluacion. Los resultados
experimentales mostraron que tanto el medio in vitro conteniendo ambos reguladores
osmoticos como el material vegetal procedente de la region Cajamarca mostraron las

mejores respuestas a las variables en estudio.

Palabras clave:

Physalis peruviana, conservacion in vitro, ecotipos, manitol, sorbitol.



ABSTRACT

Physalis peruviana L., "Aguaymanto”, is a native species of Peruvian Andes that in recent
years has gained commercial importance due to the properties of its fruit as a functional
food. The present work evaluated the effect of the addition of two osmotic agents, mannitol
and sorbitol, on the growth and development of shoots cultivated in vitro. The study was
developed using plant material from Cajamarca and Junin regions (Caj 04, Caj 05, Jun 01
and Jun 03), for the future development of a culture medium that allows the medium-term
conservation of this species. In the study, the medium formulated by Murashige and Skoog
(1962) was used, to which was added a concentration of 20 g / L of mannitol, sorbitol, or
both osmolytes at the same time. The experiments had negative controls of MS medium
(1962) without osmotic regulators. Evaluations performed at 50, 100 and 130 days for the
variables: seedling length, number of nodes and number of live explants were analyzed
statistically using a Complete Random Design (DCA) in factorial arrangement. The
explants were effectively preserved during the evaluation period. The experimental results
showed that both the in vitro medium containing both osmotic regulators and the plant

material from Cajamarca showed the best responses to the variables under study.

Key Words:

Physalis peruviana, in vitro conservation, ecotypes, mannitol, sorbitol.



. INTRODUCCION

Physalis peruviana L. conocido con los nombres comunes de “Aguaymanto”, “Uchuva” o
“Uvilla”, es una especie tropical originaria de los Andes Peruanos que presenta multiples
caracteristicas de interés comercial. Se le puede encontrar en estado silvestre,
acondicionada a multiples ambientes. Fischer et al. (2014) mencionan que, en el informe
del Proyecto de Desarrollo Rural Sostenible/G1Z del afio 2011, se reconocio a la cordillera
de los andes como el principal factor que ha contribuido a la generaciéon de la gran

diversidad de ecotipos de Aguaymanto.

De acuerdo con Malaga et al. (2013), el fruto del Aguaymanto es valorado en el mercado
por ser un alimento funcional, ya que brinda al consumidor no sélo beneficios nutricionales
sino también beneficios para su salud, y por ello su estudio ha despertado gran interés a

nivel nacional.

Los frutos de Aguaymanto son fuente de vitaminas A y C, asi como minerales que
incluyen al hierro y potasio, y es utilizado en la medicina popular para el tratamiento de
cancer, leucemia, hepatitis y otras enfermedades como la diabetes, debido a su alto
contenido de polifenoles y carotenoides con actividad antiinflamatoria (Zhang et al., 2013;
Yicesan et al., 2015). Las caracteristica nutricionales y propiedades medicinales descritas
hacen del cultivo y produccion comercial del Aguaymanto una alternativa econémica para

pequefios y medianos agricultores en paises como Peru (Fischer et al., 2014).
Dentro de la especie existen genotipos adaptados a diferentes climas y estos genotipos son
denominados “ecotipos”, los cuales difieren entre si en cuanto a tamafio, color y forma del

fruto, forma de la flor, y altura y tamario de la planta (Dostert et al., 2011).

La produccion comercial de Aguaymanto en el Perl es reciente y adolece de una adecuada



tecnificacion y manejo agronémico considerable (Asociacion Regional de Exportadores de
Lambayeque, 2014). Las principales regiones donde se cultiva son Cajamarca, Cuzco,
Junin, La libertad y Ancash, los cuales atienden el consumo en fresco del mercado interno,

con poco volumen que es procesado y exportado (Fischer et al., 2014).

A pesar de estos inconvenientes, las investigaciones para el aprovechamiento del fruto de
Aguaymanto, relacionadas al manejo agronémico, manejo post-cosecha y transformacion,
contribuyeron al incremento en las exportaciones del mismo durante el periodo 2010-2014
desde US$ 160 mil a US$ 1.6 millones de dolares americanos (Sierra Exportadora, 2015).
En setiembre del 2016 la cifra anual por exportaciones de Aguaymanto alcanz6 los US$
2.4 millones (Sierra y Selva Exportadora, 2016).

A nivel mundial Colombia es el primer productor de este fruto y ademas ha logrado
posicionarse en el mercado europeo como el primer proveedor, seguido por Zimbabue
(Espinoza, 2015). El fruto del ecotipo colombiano es dulce y con una coloracion amarillo
intensa (Dostert et al., 2011). En el afio 2015 las exportaciones del fruto fresco de Uchuva
colombiano alcanzaron cerca de US$ 25 millones de dolares americanos (AGRONET,
2016), mientras que en el 2016 alcanzaron la cifra de US$ 23.6 millones de ddlares
(Ramos, 2017).

Aun cuando Colombia tiene mucha experiencia sistematizada tanto en el cultivo y
exportacion de Uchuva, todavia no ha ingresado al nicho de productos exoticos organicos,
cuyo tamafio de mercado mundial alcanz6 en el 2014 el valor de 80 billones de dolares
(FIBL y IFOAM, 2016). Esto se ha considerado como una oportunidad al corto plazo para
el Perd, dado que al crecer esta planta en forma silvestre, tiene todas las condiciones para

la certificacion orgénica (Espinoza, 2015).

Otra de las alternativas para elevar la competitividad del Aguaymanto peruano en el
mediano plazo es el empleo de las técnicas de fitomejoramiento, las cuales, segun Vallejo
y Estrada (2002), tienen como objetivo la obtencion de cultivares mejorados genéticamente
que puedan estar adaptados a condiciones especificas, que posean mayores rendimientos
econdémicos y que gocen de mayor calidad que las variedades nativas o criollas. Los
fendmenos actuales en el mundo, como la globalizacion y el Tratado de Libre Comercio,

exigen una mejor competitividad de los cultivos y por ello el mejoramiento genético de
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plantas busca formar cultivares que respondan a las exigencias diversas de los

consumidores tanto en el Perd como en el Mundo (Camarena et al., 2012).

Para el fruto del Aguaymanto las caracteristicas prioritarias a mejorarse son: el tamafio, el
color, los grados brix, y el contenido nutricional (Rodriguez y Bueno, 2006). Con ese
motivo, desde hace algunos afios en el Peru se han iniciado estudios, entre los que destaca
el cultivo in vitro. El cultivo de tejidos en esta especie, ademas de constituir un mecanismo
de conservacion ex situ, representa una alternativa para la uniformizacion del producto
cosechado, que es el fruto, partiendo de la micropropagacion vegetativa de ecotipos con
habitos particulares de crecimiento, calidad uniforme y alta productividad. Sin embargo, el
crecimiento rapido de los explantes hace necesario un continuo refrescamiento del medio
de cultivo, y ello aumenta la posibilidad de pérdidas debidas a accidentes o a
contaminacion microbiana durante las operaciones. Por ello es necesario reducir al minimo
la frecuencia de los subcultivos, con lo cual se logra ademas reducir la posibilidad de
variacion genética (CIAT, 1991).

La reduccion del nimero de subcultivos es lograda a través de la técnica denominada
Conservacion in vitro a mediano plazo, la cual, de acuerdo con Garcia-Aguila et al. (2007),
constituye una parte esencial de la estrategia general de conservacion e intercambio de
recursos genéticos. Al momento, existe muy poca informacion sobre la aplicacion de ésta

técnica en el Aguaymanto.

La estrategia de la conservacion in vitro estd orientada a la disminucion de la tasa de
crecimiento por modificacion de los componentes del medio de cultivo, lo cual ofrece
distintas ventajas, como el almacenamiento de un gran nimero de muestras en un espacio
de tamafio reducido, facilidad en el manejo de un cultivo al extender el periodo de

subcultivos en varios meses o incluso afios, y la garantia de sanidad de las muestras.

Especificamente, los cultivos (yemas, plantulas derivadas de nudos o directamente de
meristemos) son mantenidos en condiciones fisicas (factores ambientales) o quimicas
(composicion del medio de cultivo) que permitan extender al maximo el intervalo de
transferencia a medios frescos nuevos, sin que ello afecte la viabilidad de los cultivos
(CIAT, 1991). Este método permite asi conservar el material vegetal bajo condiciones



controladas durante periodos extensos, con el fin de asegurar el aprovechamiento

sostenible de la especie.

El presente trabajo pretende contribuir con la conservacion de material genético de
Aguaymanto bajo condiciones in vitro a traves de la evaluacion del efecto del Manitol y
Sorbitol en el desarrollo y crecimiento de plantulas in vitro, lo cual aportard datos para la
futura elaboracién de un medio de conservacion a mediano plazo que no solo ralentice el

crecimiento de la planta sino que también garantice la estabilidad genética de la misma.

El objetivo general del presente estudio fue evaluar el efecto a mediano plazo del Manitol
y Sorbitol en el crecimiento y desarrollo in vitro de cuatro ecotipos comerciales de
Aguaymanto, para la posterior obtencién de un medio de conservacion que permita plazos

de subcultivos de més de cuatro meses.

Los objetivos especificos incluyeron la determinacion de los efectos que genera la
presencia del Manitol, Sorbitol o ambos azlcares al mismo tiempo en un medio de cultivo
in vitro, respecto a las variables “Longitud de plantula”, “Ntmero de nudos por plantula” y
“Numero de explantes vivos”, tomando en consideracion un lapso de cuatro meses de

incubacion in vitro aproximadamente para los ecotipos en evaluacion.



II.  REVISION DE LITERATURA

2.1. ORIGEN Y DISTRIBUCION

Los estudios taxondémicos de Linnaeus (1763) publicados en el volumen dos de la segunda
edicion de Species Plantarum, se basaron en muestras colectadas de plantas de
Aguaymanto provenientes de Per(. De acuerdo con Legge (1974), este y otros registros
indican que la especie Physalis peruviana se origind en los andes peruanos. Sin embargo,
otros estudios sugieren un area mas extensa para el territorio de origen, incluyendo los
Andes ecuatorianos (Brito, 2002; Puente et al., 2011).

En el Perq, el cultivo de Aguaymanto fue conocido desde la época de los incas, sirviendo
el fruto como alimento silvestre en épocas precolombinas (NRC, 1989). En los ultimos
afios se ha reportado su difusion en niveles andinos y costeros, pudiéndose encontrar en
departamentos como Cajamarca, La Libertad, Huanuco, Apurimac, Cuzco, Lima y otros
(Palacios, 1993), extendiéndose Optimamente entre los 2400 y 2800 m.s.n.m. de altitud
(Roca, 2013).

Por otro lado, el cultivo de Physalis peruviana L. en Europa comenzé en el Reino Unido
durante los primeros afios del siglo XVIII (1700-1708), y luego se extendid a otros paises
con los primeros inmigrantes. Al respecto, Morton (1987) destaca que la planta fue
cultivada en el Cabo de Buena Esperanza, al sur de Africa, antes de 1807, y desde esta
region se extendio hacia los paises de Australia y Nueva Zelanda. Posteriormente, existen
registros que datan de antes de 1825 respecto al cultivo de esta especie en China, India, las
islas Filipinas y Hawaianas. Actualmente la especie es cultivada en varios paises a nivel

mundial, en areas tropicales, subtropicales y de clima templado (CONAFRUT, 2000).



2.2. TAXONOMIA Y BOTANICA

Physalis peruviana L. pertenece a la familia Solanaceae, género Physalis (Tabla 1). El
género comprende entre 75 a 90 especies, los cuales se caracterizan por presentar frutos
que se forman y permanecen dentro de un céliz acrescente durante todo su desarrollo
(Almanza-Merchan y Fischer, 2012).

La planta presenta un tipo de crecimiento indeterminado, lo cual implica que el desarrollo
del tallo y las ramas prosigue luego de ocurrida la floracion. ElI Aguaymanto posee un tallo
erecto, poco ramificado, cilindrico y densamente pubescente, que alcanza alturas de entre
0.45 a 1.8 m; y ademas un sistema radicular principalmente fibroso que se desarrolla a una
profundidad de 50-80 cm (Bean, 2006; Paksi et al., 2007).

La planta tiene un crecimiento herbaceo durante el primer afio, luego de lo cual
paulatinamente se torna en un arbusto semilefioso, perenne, con hojas simples, alternas,
acorazonadas, pubescentes y de un tamafio entre cinco y quince centimetros de largo y

cuatro y diez centimetros de ancho (Fischer et al., 2014).

Tabla 1: Clasificacion taxondémica de Physalis peruviana L.

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Subfamilia Solanoideae
Tribu Physaleae
Subtribu Physalinae
Género Physalis

FUENTE: Schreiber (2012).



Las flores crecen en las axilas de las hojas y son acampanadas, pedunculadas y
hermafroditas (Almanza-Merchan y Fischer, 2012). La flor es completa, con el céliz
conformado por cinco sépalos fusionados, y la corola de forma tubular, de color amarillo,
con los petalos fusionados y la presencia de cinco maculas purpuras en la garganta del tubo
(Dostert et al., 2011).

El tipo de polinizacidn es mixta, tiene polinizacion cruzada (principalmente entomofila y

anemdfila). La autopolinizacidn también es comdn.

Los frutos son bayas esféricas de hasta dos centimetros de diametro, y estan rodeados por
el céliz, que se desarrolla conforme madura el fruto (Ledn, 2000). Estas bayas contienen
numerosas semillas lenticulares, aplanadas y de color amarillo. La vida del fruto después
de la cosecha con el céliz dura un mes, mientras que sin el céliz sélo dura de cuatro a cinco

dias (Isla, 2016). Iméagenes del aguaymanto pueden visualizarse en la Figura 1.

Figura 1. Imégenes de la planta de aguaymanto (a), flor (b) y frutos maduros (c).

FUENTE: Fischer et al. (2014) y Dostert et al. (2011).



2.3. IMPORTANCIA

Al Aguaymanto se le ha encontrado una importante capacidad antioxidante debido a los
compuestos fenolicos presentes en el fruto, los cuales pueden disminuir el efecto nocivo
que los radicales libres causan en componentes importantes de la célula. La capacidad
antioxidante del Aguaymanto se debe a compuestos fenolicos. Al favorecer entonces el
desarrollo normal de las actividades celulares y mejorar las funciones del organismo, el
Aguaymanto es considerado un alimento funcional con expectativas muy prometedoras

para el pequefio y mediano agricultor en el Peru

Los alimentos funcionales cuentan con un mercado emergente de creciente importancia
econdémica ya que poseen propiedades que mejoran el estado de salud y bienestar de un

individuo.

Por otro lado, el fruto del aguaymanto es considerado como fuente de provitamina A,
minerales, vitamina C y vitaminas del complejo B. Asimismo, se ha demostrado que los
bioactivos presentes en el fruto, como vitandlidos y physalinas, presentan actividad
citotoxica contra diferentes tipos de cancer (Marin et al., 2010; Quispe-Mauricio et al.,
2009).

Actualmente, la industria alimentaria emplea al fruto del Aguaymanto en la elaboracion de
bebidas, mermeladas, yogurts (Fawzy, 2011) y otros productos dietéticos con bajo nivel de

calorias.

Otros autores mencionan otras propiedades medicinales al fruto de Aguaymanto tales
como antiespasmadico, diurético, analgésico, antiséptico (Puente et al., 2011). En la
medicina tradicional peruana el fruto también es empleado empiricamente para tratar la
hepatitis, asma, malaria, dermatitis, entre otras enfermedades, aunque estas propiedades no

han sido cientificamente probadas todavia (Zavala et al., 2006).

2.4, ESTRATEGIAS DE CONSERVACION DE LOS RECURSOS GENETICOS

Los recursos filogenéticos pueden ser conservados a través de dos estrategias:
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a) Laconservacion in situ

La conservacion in situ involucra el mantenimiento de recursos genéticos silvestres en
los hébitats naturales en los que éstos se encuentran, asi como la conservacion de
especies domesticadas y cultivadas en el campo o en los alrededores donde ellas han
desarrollado sus caracteristicas distintivas (Cruz-Cruz et al., 2013).

b) La conservacion ex situ

La conservacion ex situ implica conservar las especies fuera de su habitat natural y es
empleado generalmente para salvaguardar poblaciones en peligro de destruccion,

sustitucion o deterioro (Rao, 2004).

Existen varias modalidades para llevar a cabo la conservacion ex situ de las especies
(Conservacion de semillas, Conservacion de plantas a nivel de campo, Bancos in vitro,
etc.). Seleccionar la modalidad dependeréa del tipo de material vegetal, duracion de su ciclo

de vida, modo de reproduccion y el tamafio de sus individuos.

Aguellas semillas que se pueden secar a un bajo contenido de humedad y almacenar a
temperaturas bajas, sin dafiarse, se denominan semillas ortodoxas. Las técnicas para
conservar semillas ortodoxas se han venido perfeccionando durante varias décadas e
incluyen el secado de las semillas hasta lograr un contenido de humedad bajo (tres-siete
por ciento de peso fresco, dependiendo de la especie) y al almacenamiento en recipientes

herméticos, a bajas temperaturas, preferiblemente a -18°C o0 menos (Rao et al., 2007).

Sin embargo, aunque muchas especies producen semillas ortodoxas que pueden ser
desecadas y almacenadas, un nimero de especies, predominantemente tropicales y sub-
tropicales, poseen semillas recalcitrantes o intermedias, las cuales son sensibles a la
desecacion y a menudo también a las bajas temperaturas por lo que no pueden ser

almacenadas por largos periodos (Engelmann y Engels, 2002).

Una desventaja del uso de semillas en programas de conservacion es la dificultad para

obtener esta estructura en algunas especies que presentan un largo periodo juvenil.

Ademas, existen plantas que se propagan principalmente de forma vegetativa, como la
9



yuca, papa, cebolla, ajo, platano, etc. en las cuales no es tan facil la obtencion de semillas
sexuales (Sanchez-Chiang y Jiménez, 2010). De la misma manera, existen especies que
son estériles o no producen semillas facilmente, o la semilla es altamente heterocigota y la

propagacion clonal es preferida para conservar genotipos élites (Rao, 2004).

Otras opciones de conservacion ex situ incluyen los bancos de genes en campo y los
jardines botanicos (Sanchez-Chiang y Jiménez, 2010). Estas modalidades de conservacion
presentan desventajas como: extensiones amplias de terreno, los altos costos de
mantenimiento, baja representatividad genética de las especies, estrés ambiental, y pérdida
de material genético por ataque de enfermedades (Wang et al., 2005).

2.5. CONSERVACION IN VITRO

Las técnicas de conservacion in vitro han permitido la preservacion de recursos
fitogenéticos para su uso ulterior con fines de mejoramiento genético, investigacion y

seguridad alimentaria (Sanchez-Chiang y Jiménez, 2010).

Tales técnicas se basan en la introduccion de diferentes genotipos en medios de cultivo
bajo condiciones asépticas, manteniendo su crecimiento y desarrollo en condiciones
controladas de temperatura, fotoperiodo y luminosidad. Si el medio de cultivo contiene
todos los elementos nutritivos y hormonales necesarios y 6ptimos, la plantula desarrollara
vigorosamente, siguiendo un ciclo de desarrollo vegetativo. Completado dicho ciclo, se

deberd micropropagar o clonar a las plantulas a fin de que estas mantengan su viabilidad.

Segun Sanchez-Chiang y Jiménez (2010), la conservacion in vitro puede ser: i) De corto
plazo, es decir, los ciclos de micropropagacion corresponden al tiempo en que las plantulas
permanecen viables o vigorosas en el medio 6ptimo de propagacién; ii) De mediano plazo,
las cuales se basan en la disminucion de la actividad metabodlica de las células, tejidos u
organos vegetales, a través de la adicion de elementos osméticos, como el manitol,
sorbitol, sucrosa, etc., de tal manera que se haga mas lento el crecimiento y desarrollo de la
plantula manteniendo la viabilidad y capacidad regenerativa de sus &rganos; iii)
Conservacion in vitro a largo plazo, la cual se realiza a través del congelamiento de
organos o celulas vegetales mediante la utilizacion de nitrogeno liquido (-196°C), haciendo
10



posible mantener al genotipo a conservarse en forma indefinida; dicha técnica es conocida

también como criopreservacion.

La conservacion in vitro, ademas de favorecer la conservacion y uso sostenible de los
recursos fitogenéticos ofrece la posibilidad de poder limpiar de todo patdgeno al material
vegetal, requisito que es indispensable para la realizacion de ciertas investigaciones como
son: la induccion de mutaciones in vitro y también para los bancos internacionales que

intercambia recursos fitogenéticos entre si.

2.6. CONSERVACION IN VITRO A MEDIANO PLAZO

La disminucion de la capacidad metabolica de las células vegetales redunda en la
disminucion de la frecuencia de sub cultivos periddicos que son necesarios realizar para
mantener la viabilidad de las plantulas que se conservan en bancos in vitro. Esta
disminucion de la frecuencia de sub cultivos es muy importante ya que minimiza los costos
de mantenimiento de los bancos y de mano de obra, asi como la posibilidad de incurrir en

errores humanos por manipulacion de las muestras.

De acuerdo con Cruz-Cruz et al. (2013), las técnicas in vitro empleadas para lograr la
conservacion a mediano plazo permiten el almacenamiento de material biol6gico desde
algunos meses hasta dos-tres afios sin la realizacion de algun sub-cultivo. Tales técnicas
han sido aplicadas extensamente en diferentes especies, entre los que se puede mencionar
los casos de Saccharum officinarum. (Cafia de azlcar) (Taylor y Dukin, 1993), Manihot
esculenta (Yuca) (Roca et al., 1994) y Solanum tuberosum (papa) (Toledo y Golmirzaie,
1998).

Segun Ozudogru et al. (2010), el método mas extensamente empleado para la reduccion
del crecimiento in vitro resulta de la combinacion de bajas temperaturas (generalmente,
dos-cinco grados Celsius para especies de clima templado y entre 15 - 25°C para especies
de climas tropicales) y baja o nula intensidad de luz (menor a 20 pmol*m™?*s™). Estas
condiciones tienen consecuencias en la fisiologia de la planta, como las reducciones en la
respiracion, la pérdida de agua, la desecacion, la produccién de etileno, etc. lo cual
conduce a la prolongacion segura del tiempo de conservacion del cultivo.
11



El mantenimiento prolongado de los cultivos in vitro a temperaturas bajas puede
ocasionarles dafios fisiologicos que afectan al metabolismo, el contenido de proteinas, y la
composicion y funcionamiento de las membranas (Engelmann, 1991). Para el caso
particular de plantas tropicales, la sensibilidad a dafios por el frio es mayor y es necesario

encontrar la temperatura de almacenamiento Gptima para conservar a cada especie.

Otra variable relacionada con la reduccion de la tasa de crecimiento de las plantulas in
vitro es la composicion del medio de cultivo. Cruz-Cruz et al. (2013) y Ozudogru et al.
(2010) mencionan que modificando el medio de cultivo, diluyendo los elementos
minerales, reduciendo la concentracion de azlcar, cambiando la concentracién y
composicion de los reguladores, utilizando retardantes del crecimiento (Cloruro de cloro
colina, acido abscisico), o adicionando compuestos osméticamente activos (Manitol,

Sorbitol), se logra retardar el crecimiento de las plantulas.

El crecimiento lento en cultivos in vitro puede propiciarse mediante la adicién de agentes
osmoticos, sustancias que inducen cambios en el potencial osmotico del medio de cultivo
in vitro sin interferir con el metabolismo de carbono en la planta (Méarquez, 2013). La
limitacion del crecimiento por efecto de la concentracién osmética se debe a la reduccion
de la absorcion de agua y nutrientes desde el medio de cultivo, y consecuente reduccion del

metabolismo.

Otro método para la disminucidn del crecimiento de plantulas in vitro es la reduccion de la
presién parcial de oxigeno (Corredoira et al., 2017). EI modo maés facil de conseguirlo es
cubriendo a los explantes con una capa de aceite mineral, aunque también puede lograrse
disminuyendo la presion atmosférica de la camara de cultivo o inyectando una mezcla de

aire y nitrogeno (Engelmann, 1991; Rao, 2004).

Finalmente, otros factores reconocidos como importantes en el control del crecimiento in
vitro son: el tamafio de los recipientes de cultivo, la calidad y concentracion del agente
gelificante y la adicion de carbéon activado al medio, tal como lo discuten Roca et al.
(1991).

Para la conservacion in vitro a mediano plazo, lo ideal es que la plantula tenga poco
incremento en longitud, posea raices con poco o nulo desarrollo y presente un aspecto
12



saludable. Sin embargo, la conservacion a mediano plazo muchas veces provoca el cambio
en el fenotipo del material conservado, el debilitamiento de la estructura de las hojas y los
tallos, e inclusive el oscurecimiento de los tejidos por oxidacion fendlica. Por esta razén,
en los laboratorios en donde esta técnica se utiliza rutinariamente se intercalan fases de
revitalizacion del material vegetal, reintroduciéndolo en los medios de propagacion 6ptimo
de la especie, a fin de vigorizar a la plantula antes de ingresar al siguiente ciclo de

almacenamiento.

2.7. INFLUENCIA DE LOS AGENTES OSMOTICOS EN LOS MEDIOS DE
CONSERVACION IN VITRO

El potencial osmético influye directamente en el crecimiento de las células vegetales
debido a su relacion con la presion de turgencia, principal fuente motriz para la elongacion
celular. De acuerdo con Céardenas y Villegas (2002), el potencial osmotico de un medio de
cultivo disminuye conforme la concentracion total de sales y componentes organicos del

medio se incrementa.

La relacion entre el potencial osmotico y la presion de turgencia es discutido por Thorpe et
al. (2008), quienes sefialan que cuando el potencial osmético es mas negativo en el interior
de la célula que en el medio de cultivo, el agua ingresa a la célula, aumenta el volumen
vacuolar y se ejerce presion de turgencia sobre las paredes celulares, induciendo a que
éstas se expandan y la longitud de la célula aumente. Por lo dicho anteriormente, cuando la
concentracion de los solutos en el medio se ve incrementada, el potencial osmético del
medio se hace mas negativo que en el interior de la célula, y la absorcion de agua
disminuye. Esto ocasiona una reduccion en la presion de turgencia y, en consecuencia,

tambien una reduccion en el crecimiento de la planta.

Las células mantenidas en un ambiente con bajo potencial osmotico pierden agua, y por
ello se activan procesos moleculares, celulares o fisiologicos que culminan en la tolerancia
al estrés hidrico. Tal como lo discute Lara (2015), algunas de las estrategias para
contrarrestar los efectos adversos involucran la sintesis de solutos compatibles, la
induccion de enzimas antioxidantes y la produccion de fitohormonas, los cuales se
comentan brevemente a continuacion.
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En primer lugar, las plantas pueden sintetizar y acumular compuestos solubles de bajo peso
molecular en respuesta al estrés hidrico. Estos compuestos son muchas veces referidos
como “‘solutos compatibles” ya que pueden acumularse hasta elevadas concentraciones sin
interferir con el metabolismo celular (Stoop et al., 1996) y al mismo tiempo elevar el
potencial hidrico de la célula para evitar la pérdida de agua (Hannes y Dirk, 2013).
Ejemplo de estos solutos son algunos compuestos cuaternarios de amonio, la prolina, el
manitol, etc. (Rabe, 1990).

En segundo lugar, la sintesis de enzimas antioxidantes, como la Glutation-S-Transferasa o
la Ascorbato peroxidasa, es llevada a cabo principalmente en tejidos jovenes para
contrarrestar los efectos de las especies reactivas de oxigeno (ROS). Los tejidos maduros
en cambio, tienden a acumular protectores como las proteinas LEA, el aminoacido prolina
y los flavonoides, los cuéles evitan la oxidacién de macromoléculas en la célula (Skirycz et
al., 2010, 2011, Harb et al., 2010, mencionados por Hannes y Dirk, 2013).

Finalmente, se ha demostrado que las hormonas desempefian un rol importante en el ajuste
del crecimiento bajo condiciones de estrés hidrico. En particular, el &cido abscisico (ABA),
la hormona de estrés candnica, desempefia un papel confuso pero el consenso actual
sugiere que puede inhibir directamente el crecimiento apical, o, en condiciones de estrés
severo, puede indirectamente estimular el crecimiento mediante la disminucién de la
biosintesis del etileno y activando la expresion de acuaporinas (Tardieu, et al., 2010;
Wilkinson y Davies, 2010). EI ABA también restringe la entrada de células epidérmicas de
las hojas al linaje meristemoide, precursores de las células guardianas, disminuyendo asi la
produccién de estomas y también la pérdida de agua por evaporacién (Tanaka et al., 2013).
Sin embargo, aunque el ABA regula muchas respuestas que confieren proteccién contra la
deshidratacion, no es el Unico regulador implicado en la respuesta al estrés hidrico, ya que
muchos de los cambios inducidos por la sequia no se inducen cuando se aplica ABA de

forma exdgena (Azcon-Bieto y Taldn, 2013).

2.8. MANITOL Y SORBITOL

Los polialcoholes o azucares-alcohol son carbohidratos hidrogenados no ciclicos,
producidos cuando los grupos aldehido o cetona de algunos monosacaridos son reducidos a
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grupos hidroxilo. Asi, tanto el manitol cuanto el sorbitol surgen de la reduccion de los

monosacaridos manosa y glucosa, respectivamente (Park et al., 2016).

De acuerdo con lo discutido por Stoop et al. (1996), el manitol es el azlcar alcohol mas
ampliamente distribuido en la naturaleza y ha sido reportado en mas de 100 especies de
plantas vasculares, incluyendo muchos cultivos agronémicos de importancia como Apium
graveolens (apio), Brassica oleraceae, (coliflor), Olea europea (olivo), o Coffea arabica
(café). Adicionalmente, se ha mostrado en algunos experimentos que las plantas que
sintetizan manitol exhiben un alto grado de tolerancia a estrés salino, posiblemente como
resultado de la funcién que desemperia este aztcar-alcohol por ser un soluto compatible y
osmoprotector. Se ha sugerido que puede imitar la estructura del agua y mantener una
esfera de hidratacion artificial alrededor de las macromoléculas debido a la cantidad y
disposicion de sus grupos hidroxilo, protegiéndolas de este modo del ataque de especies
oxidativas y estabilizandolas estructuralmente en condiciones de bajo potencial osmético
(Takshay y Williamson., 2016).

Se tiene conocimientos del rol que desemperian los polialcoholes como fuentes de carbono
en algunas especies. En Apium graveolens, por ejemplo, la mitad del CO, fijado es
convertido a manitol, y junto con la sucrosa es metabolizado en los tejidos no
fotosintéticos (Stoop et al., 1996). Ademas, especies de la familia Rosaceae producen
sorbitol como principal producto fotosintético metabolizable, tal como sefialarian los
experimentos de Ruzic et al. (2008), quienes mostraron que en la fase de multiplicacion in
vitro de las especies Prunus avium (cerezo dulce), Prunus cerasus (portainjerto de cerezo
Edabriz) y Prunus amygdalus x Prunus persica (portainjerto de melocotonero GF677), el

sorbitol fue una fuente de carbono mas eficiente que la sucrosa.

Ambos azulcares-alcohol han venido siendo utilizados en los medios de cultivo como
agentes osmoticos para inducir el crecimiento lento de especies que no las emplean como
fuentes de carbono, como en los casos de Malus domestica (manzano) (20 g.L™ sucrosa +
20 g.L™! manitol) (Hao y Deng, 2003); Solanum tuberosum (papa) (20-40 g.L™* manitol)
(Sarkar y Naik, 1998; Sarkar et al, 1999): Vanilla planifolia (vainilla) (15 g.L™ sucrosa +
15 g.L™™ manitol) (Divakaran et al., 2006); Dioscorea trifida (flame blanco) (20 g.L™
sorbitol) (Carmona et al., 2013); Oxalis tuberosa (oca) (20 g.L™ sucrosa + 20 g.L*
sorbitol) (Herrera et al., 2004); Epidendrum chlorocorymbos (orquidea) (10 g.L™ sorbitol)
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(Lopez-Pue, 2013); Saccharum officinarum (cafia de aztcar) (10 g.L™ sucrosa + 30 g.L™
sorbitol) (Watt et al., 2009); entre muchas otras.
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1. MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION DEL EXPERIMENTO

El experimento fue desarrollado en las instalaciones del Centro de Investigacion de
Recursos Genéticos, Biotecnologia y Bioseguridad (CIRGEBB) de la Universidad
Nacional Agraria la Molina, Lima, en el periodo comprendido entre los meses de agosto
del 2016 a enero del 2017,

3.2. MATERIAL VEGETAL

Los explantes necesarios para el establecimiento del experimento fueron obtenidos a partir
de plantulas in vitro de Physalis peruviana provistas por el banco del CIRGEBB. El origen

geogréfico de éstas se detalla en el Tabla 2.

Las plantulas utilizadas fueron clones de primeras generaciones obtenidas a partir de la
germinacion in vitro de semillas de aguaymanto. Los frutos desde los que se extrajeron las
semillas fueron adquiridos en expendios comerciales de las provincias que se mencionan
en el Tabla 2. Es necesario comentar que, con alta posibilidad, estos frutos pudieron ser

cultivados en zonas diferentes a las indicadas.*

1 .z . . .. . .z
Observacién adicionada a solicitud de los jurados de la sustentacion.



Tabla 2: Procedencia del material vegetal empleado
establecida por CIRGEBB.

en el estudio-Codificacion

REGION PROVINCIA DE COLECCION cODIGO
CAJAMARCA CAJ 04
CAJAMARCA .
CELENDIN CAJ 05
j TARMA JUN 01
JUNIN )
JUNIN JUN 03

FUENTE: Elaboracion propia.

3.3. AMBIENTES, MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

Se detallan a continuacion los ambientes en los que se llevd a cabo el experimento, asi

como los materiales, los reactivos y los equipos que fueron necesarios para su desarrollo.

3.3.1. AMBIENTES

Para llevar a cabo el experimento, en el CIRGEBB se hicieron uso de los ambientes de

del de de

Vegetales. Estos ambientes fueron respectivamente usados para: (1) la preparacion de

preparacion, transferencia e incubacion area Cultivo Tejidos

medios de cultivo, (2) propagacion y establecimiento del material vegetal en cada uno de
los medios de evaluacidn, y (3) la conservacion a temperatura y luminosidad controlada.

3.3.2. MATERIALES-REACTIVOS

Se listan los materiales y reactivos empleados para la realizacion del experimento:

e Beakersde?2 L e Magneto

e Probeta 100 mL e Pabilo

e Probeta de 1000 mL e Papel platino
e Pipeta 2, 5, 10 mL e Papel film

e Frascos de vidrio de 450 mL. e Vernier
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e Placas petri e Azlcar comercial blanca

e Pinzasy bisturies e Manitol
e Mecheros e Sorbitol
e Algoddn, Guantes, Papel toalla e Alcohol de 96°

e Constituyentes del medio de
Murashige y Skoog (1962)

3.3.3. EQUIPOS

Se listan los equipos empleados para la realizacion del experimento:

e Agitador magnético e Camara de flujo laminar
e pH-metro e Aire acondicionado
e Autoclave e Tubos fluorescentes
e Estufa e Céamara fotogréfica

e Horno microondas

3.4. METODOLOGIA UTILIZADA

Los siguientes procedimientos se llevaron a cabo para iniciar la evaluacion de las variables

en cada uno de los tratamientos establecidos en el experimento.

3.4.1. UNIFORMIZACION DEL MATERIAL VEGETAL

A fin de contar con material vegetal uniforme para los experimentos, se procedié a
propagar los apices terminales de plantulas desarrolladas in vitro, en el medio de cultivo
establecido como optimo por el CIRGEBB. Los explantes tuvieron igual tamafio inicial
(0.5 cm) vy las plantulas originadas fueron utilizadas para la realizacion del experimento

luego de 30 dias de crecimiento in vitro.
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3.4.2. MEDIOS DE CULTIVO QUE CONFORMAN LOS DIFERENTES
TRATAMIENTOS

Los tratamientos estuvieron conformados por tres medios de conservacion a mediano

plazo, adicionalmente a un control. Los medios de cultivo fueron:

1. Control: Componentes del medio de Murashige y Skoog (1962), suplementados

con azucar comercial al dos por ciento y agar al 0.75 por ciento, pH 5.5.

2. Tratamiento I: Componentes del medio de Murashige y Skoog (1962) diluidos a
mitad de concentracién, suplementados con azucar comercial al dos por ciento,

sorbitol 20 g/L y agar al 0.75 por ciento, pH 5.5.

3. Tratamiento IlI: Componentes del medio de Murashige y Skoog (1962) diluidos a
mitad de concentracién, suplementados con azucar comercial al dos por ciento,

manitol 20 g/L y agar al 0.75 por ciento, pH 5.5.

4. Tratamiento I1l: Componentes del medio de Murashige y Skoog (1962) diluidos a
mitad de concentracion, suplementados con azucar comercial al dos por ciento,

sorbitol 20 g/L, manitol 20 g/L y agar al 0.75 por ciento, pH 5.5.
Se regul6 el pH y se dispensaron los medios en frascos de vidrio de 450 mL a razon de 50
mL por frasco, y se llevaron a autoclave (esterilizacion himeda) a 121°C y 15-20 psi de

presién durante 30 minutos.

Los cuatro medios empleados durante el experimento fueron codificados tal como se

describe a continuacion:

e Medio Control: MC e Tratamiento I1: Manitol

e Tratamiento I: Sorbitol e Tratamiento llI; MSO
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3.4.3. CORTE DE LOS EXPLANTES Y SIEMBRAS DE LOS MISMOS

Se extrajeron las plantulas que vinieron desarrollandose en el medio de propagacion, y bajo
condiciones de asepsia en la camara de flujo laminar fueron seccionadas a razén de un
nudo por explante. Se separaron los explantes que contenian yemas terminales de los
explantes que solo tenian yemas axilares, utilizandose s6lo estos ultimos para la siembra.
De forma aleatoria, ocho explantes de 0.5 cm de longitud se sembraron dentro de los

tratamientos.

Los frascos preparados se incubaron luego a 23°C bajo un fotoperiodo de 16/8 horas
(luz/oscuridad) con un flujo de fotones de 16.22> pumol*m™?*s provista por tubos

fluorescentes luz-dia de 30 watts.

3.5. MEDICION DE LAS VARIABLES Y DISENO ESTADISTICO APLICADO

En el presente experimento se consideré como unidad experimental a un frasco
conteniendo un medio determinado y ocho explantes sembrados en él. Llegado el dia de

evaluacion, se registraron los datos de las variables en estudio.

Como resultado de la siembra, se habian obtenido 112 unidades experimentales, siete
repeticiones por cada tratamiento y ecotipo. En ellas se evalu6 las variables “Longitud de

plantula”, “Numero de nudos por plantula” y “Explantes vivos por frasco”.

Las variables “Longitud de plantula” y “Numero de nudos por plantula” se evaluaron
promediando los datos colectados de los ocho vastagos desarrollados en cada frasco.
Mientras que, para la variable “Explantes vivos por frasco”, se evalu6 el niamero total de
explantes capaces de ser aislados por seccionamiento y con el suficiente vigor para ser

resembrados en algin medio fresco.

% Valor obtenido utilizando la equivalencia de: 1 pmol*m™?*s™ de densidad de flujo de fotones = 74 lux de
intensidad de iluminacién. El tubo fluorescente de 30 Watts empleado en el experimento presentd una
intensidad de iluminacién de 1200 lux.
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Para el andlisis estadistico de los datos registrados de las variables, se emple6 un Disefio
Completo al Azar en arreglo factorial, considerando los siguientes tres factores y
respectivos niveles: Medios de Cultivo (MC, Manitol, Sorbitol y MSO), procedencia del
material vegetal (Jun 01, Jun 03, Caj 04, Caj 05) y dias de evaluacion (Dia 50, Dia 100 y
Dia 130).

En primer lugar se verifico que los datos registrados en cada variable cumplieran con los

siguientes supuestos para realizar el analisis de varianza (ANOVA):

e Los errores del modelo planteado deben seguir una distribucion normal. Este
supuesto fue verificado a través de la prueba de Normalidad de residuos de
Kolmogorov — Smirnoff, cuya no significancia indicé el cumplimiento del

supuesto.

e Las varianzas en los diferentes niveles de los factores en estudio deben ser
homogéneos. Este supuesto fue verificado con la prueba de Levine para las
varianzas de los datos. Para el cumplimiento del supuesto, la prueba debid resultar

no significativa.

Con el fin de satisfacer los supuestos para efectuar el Andlisis de varianza (Resultados del
Anédlisis mostrados en el Anexo 2), los datos registrados para las variables “Longitud de
plantula” y “Numero de nudos por plantula” fueron transformados aplicando la funcién
raiz cuadrada. No fue necesario aplicar ninguna transformacion a los datos de la variable

“Numero de explantes vivos por frasco”.
Finalmente, cuando el analisis de varianza reflejo diferencias significativas entre los

promedios correspondientes a algun efecto principal, se realizaron los anélisis respectivos

ejecutando contrastes de Tukey.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Los promedios obtenidos en cada variable se reportan en el Anexo 1. Los resultados de los
ANOVA realizados se muestran en el Anexo 3, y en ellos se nota que todos los efectos

principales de los diferentes factores en estudio resultaron significativos.

4.1. ANALISIS DE LOS EFFECTOS PRINCIPALES

En esta seccion se muestra el analisis y discusion de los efectos principales que resultaron
significativos, segin los ANOVA mostrados en el Anexo 3. Estos analisis estudian el
efecto independiente que ejercieron cada uno de los Factores sobre las variables en estudio.
Es de resaltar que los promedios mostrados de aqui en adelante incluyen las
modificaciones que se realizaron a algunos de los datos para cumplir con los supuestos del
ANOVA.

4.1.1. EFECTO PRINCIPAL DEL FACTOR TRATAMIENTO

La significancia del efecto principal Tratamiento en el ANOVA de las tres variables en
estudio, implico que la longitud, nimero de nudos y explantes vivos variaron dependiendo
del medio de cultivo en el cual fueron evaluados. Las diferencias estadisticas entre los
promedios registrados en cada medio pudieron ser establecidas con el analisis Tukey a un

nivel de significacion del 0.05, y los resultados se muestran en el Tabla 3.

Los resultados fueron finalmente plasmados en los diagramas de barra mostrados en la
Figura 2. Como puede notarse, los tratamientos ejercieron diferentes efectos en las
variables en estudio, siendo el medio MSO aquél en el que se registraron los mayores
promedios de nimero de nudos y explantes vivos, y el menor de longitud de plantula.



Tabla 3: Diferencias estadisticas entre los niveles del Factor Tratamiento

obtenidas mediante anélisis Tukey.

MEDIO DE LONGITUD DE NUMERO DE NUDOS EXPLANTES VIVOS
CULTIVO PLANTULA (cm) POR PLANTULA POR FRASCO
MC 3.38+0.05 A 1.62 £0.02 B 9.25+0.35 B
SORBITOL 2.02+0.04 B 1.37+0.03 Cc 9.01+0.38 B
MANITOL 2.03+0.05 B 1.68 £0.03 B 11.58 £0.58 A
MSO 1.62+0.03 C 1.77+0.03 A 12.45+0.47 A

MEDIAS: PROMEDIO + ERROR ESTANDAR

FUENTE: Elaboracion propia.

Respecto a la variable Longitud de pléntula, los resultados observados concuerdan con lo
mencionado por Thorpe et al (2008), ya citados con anterioridad en la seccion de revision
de litertura. En resumen, la inclusién de agentes osmoticos en el medio de cultivo
disminuye la cantidad de agua que las plantulas pueden absorber; y como consecuencia de
la reduccion en la presidon de turgencia, las células se expanden mas lentamente. Una
explicacién adicional de los resultados es mencionado por Bonilla et al. (2015), quienes
afirman que cuando se afiaden carbohidratos no metabolizables al medio de cultivo, el
explante tiene disminuida la probabilidad de captar las fuentes de carbono asimilables
disponibles, con lo cual, la absorcion de estos nutrientes se realiza méas lentamente y el

crecimiento se atenua.

Las similitudes estadisticas encontradas en los medios Manitol y Sorbitol respecto a la
altura promedio de las plantulas parecen contradecir los estudios de Cardenas y Villegas
(2002), quienes afirman que, a iguales concentraciones de los agentes osmaticos, los
medios de cultivo conteniendo manitol presentan menores potenciales osmoticos que los
medios de cultivo conteniendo sorbitol. Esto implica que las plantulas de aguaymanto
disponen de una cantidad mas baja de agua cuando son sembradas en el medio Manitol y
tiene por tanto, una menor posibilidad de elongacion que aquellas sembradas en el medio
Sorbitol.

Una posible justificacion a lo observado se fundamenta en considerar al estrés hidrico

como un agente que favorece la elongacion celular baja circunstancias de control estricto.
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Figura 2. Diagrama de barras de los promedios obtenidos en las variables a. Longitud
de plantula, b. Namero de nudos por plantula, y c. Namero de explantes vivos por
frasco, debidos al efecto del factor Tratamiento. Las lineas sobre las barras indican el

error estandar.

Como describen Cosgrove (2005) y Hannes y Dirk (2013), la expansion celular también
depende de la pérdida y deposicién controlada de materiales de pared celular. Ellos

plantean la idea de que algunas especies reactivas de oxigeno, como el radical oxidrilo
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(-OH), estimulan la elongacion celular debido a que pueden romper los polisacéridos de la
pared al remover a&tomos de hidrégeno. Como se sabe, en las células existe una relacion
directa entre la produccion de especies reactivas de oxigeno y el grado de estrés hidrico.
De este modo, cabe esperar una mayor flexibilidad de la pared celular en aquellas plantulas
sembradas en el medio Manitol, tal que, junto a otros posibles factores, sus crecimientos
sean favorecidos hasta lograr equiparar la longitud de las plantulas sembradas en el medio
Sorbitol.

Los Tratamientos ejercieron efectos diferentes sobre las plantulas de aguaymanto, tal que
el nimero de nudos que éstas lograron desarrollar dependié del medio de cultivo sobre el
cual estuvieron sembradas. Asi por un lado, el medio Sorbitol indujo débilmente la
formacion de estas estructuras, concordando también con lo observado por Flores et al.
(2013), quienes reportaron una declinacion del nimero de nudos en las plantulas de Pfaffia
tuberosa (batatilla) cultivadas sobre medio MS + 10 g/L de sorbitol en relacion a plantulas
sembradas sobre un tratamiento control (Medio MS + 30 g/L de sacarosa). Sin embargo,
Carmona et al. (2013), estudiando el efecto de combinaciones de osmolitos sobre
diferentes especies de Dioscorea, encontraron que, de entre todos los tratamientos
estudiados, incluyendo el control, el medio conteniendo 1.5 por ciento de sacarosa + dos
por ciento de sorbitol incrementd con mas eficacia el nimero de nudos. Esto evidencia que
las condiciones generadas en el medio de cultivo por la presencia del sorbitol influyen de

modo diferente en el desarrollo de nudos dependiendo de la especie.

Asimismo, los resultados estadisticos del presente trabajo mostraron que el tratamiento
Manitol indujo en las plantulas de aguaymanto la formacién de tantos nudos como los que
también provocé el medio Control. Al respecto, el nimero de nudos en plantas de olivo
tambien fue positivamente influenciado por el manitol, observandose elevados valores a
una concentracion de 34 g-L™ (Leva et al., 1994). Sin embargo, Rojas (2005), citado por
Aguirre et al. (2016), observd que el nimero de nudos de plantulas de aguaymanto,
ecotipos Colombiano y Boliviano, disminuy6 cuando las concentraciones de Manitol en los
medios que evaluaron fueron en aumento (0, 20, 40 y 60 g*L™). De este modo, el manitol

tambien ejerceria influencias distintas de acuerdo al genotipo.

Para considerar explicaciones adicionales a los resultados observados respecto al nimero

de nudos que las plantulas desarrollaron, no puede dejar de mencionarse el efecto que las
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propias fitohormonas ejercieron sobre el desarrollo de cada una, y mas tomando en cuenta

las condiciones particulares que cada osmolito provocé en el medio de cultivo.

De las fitohormonas de las plantas, el cambio mas significativo durante el estrés hidrico se
relaciona con los niveles de ABA (Ghorbani et al., 2011), el cual pueden llegar a alcanzar
hasta 50 veces su concentracion original durante estas condiciones (Taiz y Zeiger, 2002).
Ademas de regular el grado de transpiracion de la planta a través de la oclusion o apertura
de los poros estomaticos, algunos efectos del ABA sobre tejidos vegetales cultivados
también sugieren que esta hormona puede modificar la sintesis de citoquininas (Gaspar et
al., 1996). Bielach et al. (2017) afirman que el estrés osmético incrementa la cantidad de
6-Bencil amino purina, y ésta y otras citoquininas desarrollarian importantes funciones
durante el estrés hidrico al retrasar la senescencia de la hoja (McDavid et al., 1972) y
promover la acumulacion de prolina (Thomas et al., 1992). En otras especies como
Solanum lycopersicum (tomate), la expresion de determinados genes precursores de
citoguininas, como la SIIPT3, conduce a un genotipo adaptado al estrés hidrico, que se
caracteriza por un tamafio de roseta mas compacto y una ramificacion aumentada del brote
(Zizkova et al., 2015; citados por Bielach et al., 2017). Ademaés, en plantas sobre
productoras de citoquininas, el meristemo apical produce mas hojas, nudos y entrenudos

muy acortados (Taiz y Zeiger, 2002).

De lo dicho anteriormente, podria plantearse que, bajo condiciones de estrés osmotico, un
mayor numero de nudos podria ser el resultado de un incremento en la concentracion de
citoguininas inducido por la previa acumulacion de ABA en los tejidos. Esta hipotesis
también contribuiria a explicar el hecho de que en el medio MSO se haya registrado el
mayor desarrollo de nudos, ya que al haber ejercido éste el mayor estrés hidrico de entre
todos los tratamientos, posiblemente también haya inducido una mayor produccion de

ABA que a su vez incrementd més los niveles de citoquininas.

Los explantes vivos reflejan el mayor éxito obtenido por el medio MSO en el presente

estudio para conservar a las plantulas de aguaymanto. En ninguno de los trabajos

consultados se ha recomendado como optima la utilizacion conjunta de los reguladores

osmoticos manitol y sorbitol para la conservacion de alguna especie vegetal, e incluso Lata

et al. (2010), estudiando la conservacion de Podophyllum peltatum, encontr6 nociva tal

combinacion. Sin embargo, las apreciaciones muy polarizadas contrarian los resultados
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encontrados en especies como Lepidium meyenii (maca) o Tropaeolum tuberosum
(mashua), por mencionar algunas, en donde el empleo de sorbitol al seis por ciento y
manitol al cuatro por ciento, respectivamente (concentraciones osmaticas mas altas o
similares respecto a la concentracion del medio MSO), son utilizados como medios
Optimos de conservacién que garantizan la ausencia de efectos totalmente dafiinos
(Rodriguez, 2012; Tapia et al., 2004). Aungue las respuestas in vitro sean genotipo-
dependientes, y las dosis letales de agentes osmaticos en un medio de cultivo dependa de la
especie, variedad o ecotipo, es necesario seguir evaluando la pertinencia, o no, de distintas
combinaciones de ambos agentes en aras de conseguir no sélo la extension del tiempo de
conservacion, sino también el crecimiento y desarrollo adecuados, manteniendo al mismo

tiempo la estabilidad genética de las plantulas de aguaymanto.

6.1.2. EFECTOS PRINCIPALES DE LOS FACTORES PROCEDENCIA DEL
MATERIAL VEGETAL Y DiA DE EVALUACION

Dada la significancia de los efectos principales de los factores mencionados, existe
evidencia estadistica para indicar que el promedio de las variables en estudio varid, en
primer lugar, respecto al dia de evaluacion, y en segundo lugar, respecto a la procedencia
de las plantulas. Se realizo el analisis Tukey para establecer las diferencias estadisticas de
los promedios registrados en cada dia de evaluacion y en cada tipo de material vegetal. Los
resultados se muestran en el Tabla 4.

Los diagramas de barras de la Figura 3 esquematizan los resultados obtenidos, y en ellos
puede notarse como a partir del dia 100 las variables Longitud de plantula y Numero de
nudos no variaron significativamente, pero el NUumero de explantes vivos por frasco
disminuyé desde el dia 50 hasta el final del experimento. De otro lado, aunque
estadisticamente en el ecotipo Junin se presenté en promedio longitudes de plantula
inferiores a los reportados en el ecotipo Cajamarca (tres por ciento inferiores), en estos
ultimos se presentd un mejor desarrollo de nudos y una sobrevivencia superior de

explantes por frasco (10 por ciento mas del promedio reportado en el ecotipo Junin).

Es dificil comparar las tendencias observadas en el crecimiento y desarrollo in vitro del

Aguaymanto a los largo de los dias de evaluacidn, ya que, hasta donde se pudo conocer en
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Tabla 4: Similitudes estadisticas obtenidas mediante andlisis Tukey de los
Factores Procedencia del material vegetal y Dia de evaluacion en cada una de

las variables de estudio.

LONGITUD DE NUMERO DE NUDOS EXPLANTES VIVOS
PROCEDENCIA PLANTULA (cm) POR PLANTULA POR FRASCO
CAJ 04 2.34+0.07 A 1.71+0.02 A | 10.70£0.45 AB
CAJ 05 2.25+0.07 AB 1.66 +0.03 A | 11.42+0.49 A
JUN 01 2.27+0.10 AB 1.56 +0.03 B | 1051+047 AB
JUN 03 2.19+0.09 B 1.51+0.03 B 9.67 £0.50 B
DIA LQNGITUD DE NUMERO I?E NUDOS EXPLANTES VIVOS

PLANTULA (cm) POR PLANTULA POR FRASCO
50 2.04 +0.06 B 1.62 +0.02 B | 12.38+0.37 A
100 2.33+0.08 A 1.68 +0.03 B | 11.35+0.42 B
130 2.42 +0.07 A 1.77+0.03 A 8.00+0.34 C

MEDIAS: PROMEDIO + ERROR ESTANDAR
FUENTE: Elaboracion propia.

este trabajo, el uso de manitol o sorbitol como agentes osmoticos aplicados al aguaymanto
son escasos, esto es, no ha habido referencia de ningun trabajo publicado bien
documentado en algin medio abierto a la comunidad. A pesar de ello, se ha intentado
comparar el efecto in vitro con otros trabajos similares en cuanto al efecto osmotico que
causarian otros agentes en el aguaymanto. Por ejemplo, el estrés hidrico al que se
encuentra sometido una plantula sembrada en un medio de cultivo in vitro conteniendo
reguladores osméticos puede ser comparable al provocado por un medio conteniendo
concentraciones moderadas de NaCl. Al respecto, se han reportado algunos trabajos como
los de Miranda et al. (2010) y Lara et al. (2017), que precisamente buscaron evaluar el
efecto metabolico y fisiologico del estrés salino en plantas de aguaymanto, pero no solo

bajo condiciones in vitro, sino también, bajo condiciones de invernadero.

Respecto a las pruebas de invernadero, en ellas se determiné la tasa de crecimiento relativo
(TCR) que tuvieron las plantas de aguaymanto sometidas a diferentes concentraciones de
NaCl (30-120 mM). Esta variable fue definida como el incremento en peso seco por unidad
de peso ya presente. Los estudios concluyeron que la TCR se mantuvo en todos los
individuos hasta el dia 55; luego del cual, disminuyd progresiva mente con la edad de la
planta (Miranda et al., 2010). Por otro lado, de acuerdo con los estudios in vitro, las
plantulas de aguaymanto sometidas a estrés salino (0.5-uno por ciento de NaCl)

presentaron

29



a. PROMEDIOS DE LONGITUD DE PLANTULA
4.00+
3.004
2] *
=
3 T
g 2
S 2.001
£3]
a
N
=
-4
1.004
0.00 y
CAJOS CAJ 04 JUN.01 JUN.03

b. PROMEDIOS DE NUMERO DE NUDOS
2.50+
1.88+4
8
= * *
5
z
[£3]
a
1)
& 1.251
=
=
z
(43}
=)
~
n<< 0.634
0.00
CAJ 05 CAJ 14 JUN.OL JUN.03

C. NUMERO DE EXPLANTES VIVOS POR FRASCO

18.004

13.504

*
9.004
4.504
0.00 1

CAJ 05 CAT 04 JUN.O1 JUN.O3

EXPLANTES VIVOS

*

Diferencias significativas respecto a Caj 04

* Diferencias significativas respecto a Caj 05 y Caj 04.

d PROMEDIOS DE LONGITUD DE PLANTULA

4.00+

3.004

2.004

RAIZ DE LONGITUD
*

1.004

0.00

0.00 30.00 60.00 90.00 12000
DiA

150.00

e. PROMEDIO DE NUMERO DE NUDOS
2.50+
1.88+

[72]

Q

a

-

z

w *

a

g

& 1.231

=

-

z

=

[=]

N

Z 0
0.00 - - .

0.00 30.00 60.00 90.00 120.00
DiA

150.00

* Diferencias significativas respecto a Caj 05.

* Diferencias significativas respecto a los dias 100 y 130

* Diferencias significativas respecto a los dias 100 y 130.

f EXPLANTES VIVOS POR FRASCO
18.00
13.50
8
= +
-
£ 9004
g o
Z *
[
I-N
b
(53]
4,50
0.00
0.00 3000 60.00 90.00 120.00 150.00
DiA

* Diferencias significativas respecto a los dias 50 y 100.
+ Diferencias significativas respecto a los dias 50 y 130

Figura 3. Diagrama de barras de los promedios de cada variable registrados en los ecotipos (a, b, ¢) y dias de evaluacion (d, e, f).



incrementadas las actividades de enzimas antioxidantes (SUper Oxido dismutasa,
peroxidasa, catalasa), enzimas involucradas en la respiracion celular (Malato
deshidrogenasa), y niveles elevados tanto de CO, liberado al ambiente como de prolina

intracelular (Lara et al., 2017).

Al igual que en las pruebas de invernadero comentadas; en el presente trabajo las
plantulas de aguaymanto tuvieron, en promedio, una tasa de crecimiento superior hasta
el dia 50, a partir del cual comenzaron a ralentizarla, alcanzando semejanza estadistica
las alturas y nudos desarrollados en los dia 100 y 130. La viabilidad del crecimiento y
desarrollo de las plantulas bajo las condiciones in vitro planteadas en el experimento,
pudieron deberse a los mecanismos mencionados para disminuir la presion osmotica
intracelular (elevados niveles de prolina), contrarrestar los efectos perjudiciales de las
especies reactivas de oxigeno (elevaciéon de la actividad de enzimas antioxidantes), y
mantener un adecuado suministro de energia para llevar a cabo estas actividades
(aumento de la actividad de enzimas en la respiracion celular). Sin embargo,
posiblemente estos mecanismos no pudieron ser activados en muchas plantulas, y por
ello se observé una constante disminucion de los explantes vivos por frasco a partir del
dia 50.

Aunque cortas pero existentes, justificar las diferencias encontradas en el material
vegetal procedente de las regiones Cajamarca y Junin en términos de la longitud o
namero de nudos alcanzados por sus plantulas, se torna impreciso sin haber echado
mano de herramientas moleculares o bioquimicas. Sin embargo, un rasgo saltante que
diferencia a los ecotipos en estudio es la altitud de la provincia de procedencia, tan
variada incluso dentro de una misma regién. Estas son mostradas en el Tabla 5,
tomando como referencia los datos de acceso libre que el Instituto Nacional de
Estadistica e Informatica puso a disposicion (INEI, 2013).

Como puede apreciarse, las altitudes promedio de las provincias de procedencia del
ecotipo Cajamarca no llegan a superar los 2700 m.s.n.m., mientras que las altitudes de
las provincias de procedencias del ecotipo Junin superan los 3000 m.s.n.m., e incluso la
de Jun 03 borde los 4000 m.s.n.m.

31



En muchas especies los aumentos de altitud se asocian con disminuciones en la altura
de la planta, y el aguaymanto, precisamente, no seria la excepcion de acuerdo a lo
mencionado en los trabajos de Florez et al., (2000) y Fischer y Ludders (2002). Las
razones aun no han sido completamente establecidas, pero en los siguientes parrafos se

hace un ejercicio para tratar de explicar este fendmeno.

Tabla 5: Altitudes promedio de las provincias de procedencia del material

vegetal
REGION PROVINCIA CODIGO ASIGNADO ALTITUD PROMEDIO (msnm)
Cajamarca Caj 04 2531
CAJAMARCA ]
Celendin Caj 05 2565
. Tarma Jun 01 3255
JUNIN
Junin Jun 03 3991

FUENTE: Elaboracién propia.

En algunas variedades de las especies Triticum aestivum (trigo), Pisum sativum
(quisante) y Hordeum vulgare (cebada), que se distribuyen en un amplio abanico de
altitudes (1300 — 4200 msnm), se han propuesto mecanismos adaptativos contra las
perturbaciones metabolicas originadas por las modificaciones ambientales a las que se
encuentran sometidas naturalmente. En aquellas que se desarrollaron a elevadas
altitudes se aprecio, entre otras observaciones, una mayor actividad de la via de
transporte de electrones insensible a cianuro que utiliza una oxidasa alternativa “AOX”
para catalizar la reduccion de O, en H,0, en desmedro de la via de electrones que

emplea a la citocromo oxidasa (Kumar et al., 2007).

Cuando los electrones llegan al oxigeno por la oxidasa de la cadena alternativa, pasan a
lo sumo por un solo sitio de fosforilacion, mientras que cuando lo hacen por la
citocromo oxidasa, pasan hasta por tres, segin sea el sustrato, de manera que la
respiracion por la oxidasa alternativa consume mucho mas sustrato para producir una
misma cantidad de ATP que la respiracion por la citocromo oxidasa, tornandola en una

via celular muy poco eficiente en cuanto a produccién energética (Sanchez, 1980) y por
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tanto también deficiente en términos anabdlicos por la poca energia que hace disponible

para la sintesis de nuevas estructuras.

De este modo, cabe la posibilidad que la longitud menor de las plantulas del ecotipo
Junin pueda deberse, entre otros multiples factores, a que éstas exhibirian, como
posiblemente también lo harian a condiciones in vivo, una mayor actividad de la via
alternativa de transporte de electrones que reduce el rendimiento de biomasa, no siendo
asi en el ecotipo Cajamarca, que mas bien se encontraria utilizando en mayor
proporcion la via tradicional de citocromos para el transporte de electrones. Estas
hipotesis podrian ser corroboradas o reemplazadas en estudios posteriores para la
caracterizacion especifica de ecotipos de aguaymanto, que incluyan mayor nimero de
ecotipos procedentes de provincias con diferente altitud, examenes bioquimicos,

genomicos, etc.

Ademas de lo mencionado, existiria una posible relacién entre el nimero de nudos
desarrollados y la altura alcanzada por las plantulas. Como sefialan Gutiérrez-Diez et al.
(2013), el alargamiento del vastago se traduce en una mayor altura y esto a su vez, en
una mayor produccion de nudos en el tallo. Como se vio anteriormente, el ecotipo
Cajamarca supero al ecotipo Junin en longitud, por ello los resultados observados para

ndmero de nudos se correlacionarian adecuadamente.

Adicionalmente, la menor cantidad de nudos formados en el ecotipo Junin y el menor
namero de explantes vivos potenciales para resiembra, seria un indicativo de una mayor
sensibilidad al estrés hidrico, en relacién al ecotipo Cajamarca. Aunque, tal como lo
menciona Fahn (1964), citado por Ahmad (2016), la reduccion en el nimero de nudos
representa una de las alteraciones adaptativas en la morfologia de la planta para lidiar
con el estrés hidrico, menores cambios en la arquitectura representarian un mejor

control y uso de mecanismos destinados a preservar la homeostasis.
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V.  CONCLUSIONES

Es posible mantener plantulas de Physalis peruviana en medios de cultivo in vitro

conteniendo agentes osmaticos por un periodo de ciento treinta dias.

El medio de cultivo conteniendo los reguladores osmoticos Manitol y Sorbitol al
mismo tiempo consiguié disminuir con mayor eficiencia la longitud de las

plantulas, siendo mayor el efecto en el ecotipo Junin.

El nimero de nudos de las plantulas consiguié ser mejor conservado en el medio

MSO y en el ecotipo Cajamarca.

El nimero de explantes vivos al término de los experimentos fue significativamente
mayor en las plantulas conservadas en el medio MSO, y en aquellas provenientes

de la region Cajamarca.



VI. RECOMENDACIONES

1. Continuar optimizando las combinaciones de Manitol y Sorbitol de modo que
pueda extenderse el periodo de subcultivo a méas de ciento treinta dias,
garantizando al mismo tiempo la estabilidad genética de las plantulas
originadas.

2. Extender los estudios para la inclusion de ecotipos distintos a los de Junin y

Cajamarca.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1: COMPONENTES DEL MEDIO DE MURASHIGE Y SKOOG (1962)

Los componentes del medio de Murashige y Skoog (1962) fueron adicionados a los
diferentes medios de cultivo del presente estudio a partir de soluciones stock de
Macronutrientes, Micronutrientes, Fe-EDTA y Componentes organicos. En las soluciones

finales, los diferentes compuestos tuvieron la concentracion que se detalla a continuacion.

CLASIFICACION COMPONENTES CONCENTRACION (mg/L)
NH,NO, 1650
KNO, 1900
MACRONUTRIENTES CaCl,.2H,0 440
MgS0,.7H,0 370
KH,PO, 170
H;BO; 6.2
MnS04.4H,0 223
ZnS0,.4H,0 8.6
MICRONUTRIENTES Kl 0.83
Na,M00,.2H,0 0.25
CuS0,.5H,0 0.025
CoCl,.6H,0 0.025
Na,EDTA 37.3
Fe-EDTA
FeSO,.7H,0 27.8
GLICINA 2
ACIDO NICOTINICO 0.5
COMPONENTES
) PIRIDOXINA-HCI 0.5
ORGANICOS
TIAMINA-HCI 0.1
myo-INOSITOL 100

Tomado de Murashige y Skoog (1962). A revised médium for rapid growth and bio assays

with tobacco tissue cultures.



ANEXO 2: VALORES PROMEDIO DE LAS VARIABLES EN ESTUDIO

Los siguientes cuadros reportan los valores promedio de las tres variables en estudio, registradas durante los 130 dias que duro el

experimento.

Longitud de Plantula en valores promedio

MC SORBITOL MANITOL MSO
Dia50 Dia 100 Dia130 | Dia50 Dia 100 Dia 130 | Dia50 Dial100 Dia130 | Dia50 Dia100 Dia130
Caj04 9.73 11.42 9.00 3.03 3.06 6.97 3.80 412 5.02 2.19 2.89 3.80
Caj05 8.76 13.47 11.16 3.13 4.80 5.62 3.20 4.97 6.10 2.53 3.17 4.00
Jun01 10.37 16.24 12.04 4.04 4.08 4.97 2.96 3.69 6.00 1.54 2.22 2.22
Jun03 10.24 14.14 11.97 2.66 361 4.00 3.53 3.13 3.46 1.88 2.96 2.86

Numero de nudos por plantula en valores promedio

MC SORBITOL MANITOL MSO
Dia50 Dial100 Dia130 | Dia50 Dia100 Dia130 | Dia50 Dia100 Dia130 | Dia50 Dia100 Dia 130
Caj04 256 2.69 2.86 1.85 2.86 2.28 3.28 2.99 4.54 3.28 3.10 3.13
Caj05 2.28 2.86 3.10 1.25 1.80 1.93 2.82 3.10 3.84 3.57 4.00 3.57
Jun01 240 2.28 2.99 1.39 2.13 2.28 2.40 2.96 2.40 2.56 412 1.69
Jun03  2.28 2.56 2.69 1.12 1.99 1.96 2.13 1.96 1.99 3.69 3.28 2.13
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NUmero de explantes vivos por frasco en valores promedio

MC

SORBITOL

MANITOL

MSO

Dia50 Dia100 Dia130

Dia50 Dia100 Dia130

Dia50 Dia 100 Dia130

Dia50 Dia100 Dia130

Caj04 11.86 7.29 9.57 9.71 9.71 7.57 11.71 16.00 6.14 15.57 13.57 9.71
Caj05 9.00 8.57 10.71 11.29 8.71 9.14 17.71 8.29 9.57 15.57 15.29 13.14
Jun01 12.00 8.43 9.43 11.14 12.86 571 14.14 14.29 6.00 14.14 9.86 8.14
Jun03  9.29 9.71 5.14 7.71 9.29 5.29 13.57 16.00 5.57 13.57 13.71 7.14
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ANEXO 2: CUMPLIMIENTO DE LOS SUPUESTOS DEL ANOVA

Antes de efectuar el andlisis de varianza de la totalidad de los datos registrados, se verifico

que estos cumplieran con los supuestos de distribucién normal de los errores y

homogeneidad de varianzas. Los resultados se muestran a continuacion.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov?

explantes vivos

Estadistico | gl Sig.
Residuos Raiz de Longitud .
,037 336 ,200
de plantula
Residuos Raiz de NUmero .
,041 336 ,200
de nudos
Residuos Numero de .
,041 336 ,200

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Cuadro de Anélisis. Prueba de Levine

VARIABLE F.V. SC CM F p-valor
Raiz Longitud DIA*PROCED*TRATAMIENTO 0.39 0.02 081 0.6846
Raiz NGmero de nudos DIA*PROCED*TRATAMIENTO 0.23 001 162 0.0537
Explantes vivos DIA*PROCED*TRATAMIENTO 79.90 444 146 0.1026

Como puede notarse, para el cumplimiento de los supuestos (p-valor > 0.05) fue necesario

transformar los datos de las variables longitud de plantula y nimero de nudos por plantula

a través de la funcion raiz cuadrada, no siendo asi para la variable nimero de explantes

vivos por frasco, a cuyos datos no fue necesario cambiar para cumplir los supuestos.
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ANEXO 3: RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA DE LAS TRES
VARIABLES EN ESTUDIO.

El ANOVA efectuado mostro la significancia de las diferencias entre promedios tanto de los efectos principales (sombreados) como de las

interacciones entre los factores en estudio.

LONGITUD DE PLANTULA NUMERO I?E NUDOS POR NUMERO DE EXPLANTES VIVOS
PLANTULA POR FRASCO

FUENTE DE VARIACION SC F p-valor  Sig. SC F p-valor Sig. SC F p-valor Sig.
MEDIOS DE CULTIVO 149.58 579.28 <0.0001 ** 7.48 94.65 <0.0001 ** 734.18 23.76 <0.0001 **
PROCEDENCIA 1.07 4.16 0.0067 * 0.93 17.64 <0.0001 ** 1172.47 56.92 <0.0001 **
DIA 8.64 50.18 <0.0001  ** 218 2752 <0.0001 R 130.51 4.22 0.0061 *
PROCED*MEDIOS DE CULTIVO 477 6.16 <0.0001 *x 2.57 16.26  <0.0001 *x 431.96 6.99 <0.0001 **
DIA*MEDIOS DE CULTIVO 4.74 9.18 <0.0001 ** 2.23 9.41 <0.0001 *x 188.50 2.03 0.0358 *
DIA*PROCEDENCIA 1.22 2.37 0.0300 * 0.70 4.43 0.0003 * 361.20 5.84 <0.0001 ol
DIA*PROCED*MEDIOS DE CULTIVO 3.20 2.07 0.0072 * 1.89 3.99 <0.0001 *x 481.33 2.60 0.0005 *
Error 24.27 7.43 2904.63
Total 198.14 25.56 6524.14

Sig.= Significancia. * Diferencias significativas. ** Diferencias altamente significativas.
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