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RESUMEN

El yacén (Smallanthus sonchifolius), es una planta nativa andina que se cultiva
desde épocas prehispanicas, produce raices tuberosas en las cuales se
almacenan azUcares tipo fructano y es considerado como un alimento
nutracéutico. Debido a las dificultades que presenta para la reproduccion sexual,
esta especie se propaga convencionalmente mediante division de coronas de
raices, hijos y esquejes. Sin embargo, existen riesgos para la transmisién de
problemas fitosanitarios como nematodos, enfermedades bacterianas como
Ralstonia solanacearum y virus, lo cual afecta los procesos de fomento del cultivo
por las restricciones fitosanitarias tanto nacionales como internacionales debido a
que no hay oferta de semilla certificada. El objeto del presente proyecto fue
establecer un protocolo para la propagacion clonal in vitro del yacén y determinar
el contenido del oligofructosacarido tipo inulina en los diferentes 6rganos de la
planta. Para su desarrollo se estableciéo la micropropagacion, la induccion de
microrrizomas in vitro y la determinacion de la presencia de inulina en plantas
madres y plantas in vitro. Entre los resultados mas importantes se destacan que,
al utilizar la citoquinina BAP en concentracion de 5 mg/L se produjo el mayor
namero de brotes (3.1 por explante) a los 30 dias después del subcultivo; el mayor
porcentaje de enraizamiento (92%) se obtuvo con 1 mg/L de acido indolbutirico.
Respecto a la induccidén de microrrizomas in vitro se demostré que la combinacion
de sacarosa (6%) y BAP (2 mg/L) indujeron la formacion de éstos (2.4
microrrizomas por explante) a los 60 dias en condiciones de total oscuridad.
Cuando se realiz6 la cuantificacion de inulina mediante HPLC, se encontré que los
rizomas de las plantas madres (plantas de campo) se detect6 una concentracién
de 4,7097 mg/g y hubo ausencia en las hojas y tallos; mientras que, en los
materiales in vitro (brotes) se obtuvo en hojas una concentracién de 3.9901 mg/g y
en las raices y microrrizomas 0.8443 mg/g, en los tallos hubo ausencia del analito.
Este trabajo muestra el potencial de las técnicas del cultivo de tejidos in vitro para
la propagacion masiva de materiales libres de patdgenos y que se puede producir
biomasa para la produccién de inulina bajo condiciones controladas en laboratorio.

PALABRAS CLAVES: yacon, inulina, cultivo de tejidos, HPLC.



INTRODUCCION

El “yacon” es una planta con raices tuberosas en las cuales se almacenan
azucares tipo fructano. Se cultiva en la zona andina desde épocas prehispanicas y
es consumida habitualmente en forma cruda, como fruta en las zonas rurales
(Herman et al. 1997. p.4). Segun (Mufioz, 2009. p.3) el yacdén tiene su
agroecosistema original en las tierras altas de los Andes, desde Colombia hasta el
norte de Argentina, entre los 1.800 y 2.800 m.s.n.m, en climas templados
montafiosos. Sin embargo, su adaptacion es amplia en cuanto a climas y suelos,
desde el nivel del mar hasta los 3.500 m.s.n.m. En Colombia se encuentra desde
el sur occidente, Cauca, Narifio, Valle del Cauca, Risaralda, Quindio, Caldas,
Antioquia y Cundinamarca entre otras regiones (Garcia, 2003. p.1l).
Tradicionalmente, el yacén se cultiva en huertas familiares para autoconsumo vy
s6lo una parte de este es destinado para el mercado, debido al desconocimiento
de sus propiedades nutracéuticas. Segun (Maldonado et al. 2008 p.2) hasta la
década de los 90 se pensaba que el valor nutricional del yacén era bajo, por lo que
la investigacion acerca de su cultivo, practicas de procesamiento y transformacion
requeridas para lograr su mejor beneficio, han sido pocas.

Ampliamente en la literatura el yacébn como un alimento prebidtico ayuda al
crecimiento de la flora intestinal previniendo el cancer de colon y la disminucion de
enfermedades. Las raices de yacén son de sabor dulce y agradable, se comen
crudas en el campo, o después de solearlas por varios dias hasta que la cascara
se arrugue (Chasquibol, 2002, p.47).

A diferencia de los tubérculos que almacenan la energia en forma de almidén, el
yacon la almacena en forma de fructooligosacéridos (FOS) (Manrique. 2005. p.1),
azucares que no logran ser asimilados directamente por el cuerpo humano debido
a la ausencia de las enzimas necesarias para el metabolismo de estos elementos
y son considerados como compuestos bioactivos en los alimentos. Santana y
Cardoso 2008. p.11). En articulos cientificos y literatura, se menciona que las
raices de yacén contienen inulina como componente principal. Aunque muchas
referencias cientificas citan esta informacion, esto no es exacto, ya que
estrictamente hablando, el yacén contiene soélo los fructooligosacéaridos. La
diferencia entre la inulina y los FOS es el numero de moléculas de fructosa que
tienen estas cadenas en inulina, este niumero varia de 2 a 60, mientras que en los
FOS, que tienen cadenas mas pequefas, el nimero varia entre 2 y 10. Esto
significa que los FOS puede considerarse como un subgrupo de la inulina, por lo
que algunos autores prefieren el término tipo inulina fructooligosacaridos para
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referirse con mayor precision a la naturaleza de estos azlcares, incluso aunque la
proporcién puede variar para cada azucar, podemos considerar la siguiente
composicién sobre una base seca: FOS 40-70%, 5-15% de sacarosa, 5-15% de
fructosa y menos del 5% de glucosa (Manrique y Parraga, 2005. p.8).

A diferencia de otras fuentes de FOS, el consumo de yacon, en cantidades
moderadas de raiz, garantiza su efecto nutracéutico y realza sus caracteristicas
organolépticas. El rendimiento por tonelada en el campo también es superior al de
las fuentes convencionales de interés actuales de FOS (Ojansivu et al., 2011. p.2).
El objetivo de este estudio fue desarrollar alternativas para la multiplicacion de
esta especie con técnicas del cultivo de tejidos in vitro que permiten la produccion
de plantulas y de 6rganos de almacenamiento como los microrrizomas. De igual
manera en esta investigacion se realizé el analisis cuantitativo de inulina en
plantas in vitro y en plantas madre que permitan observar el potencial nutracéutico
de esta especie para el futuro prometedor como cultivo y por lo tanto el modo de
subsistencia de una cadena que va desde la siembra, hasta la transformacion del
yacon.

Planteamiento del Problema:

En Colombia el yacon se encuentra amenazado en sus centros de produccion
historicos, debido al poco conocimiento que las comunidades locales tienen sobre
sus propiedades alimenticias, medicinales y ecoldgicas, se cultiva ancestralmente
en los municipios de la Sierra, Sotard, la Vega, San Sebastian, Santa Rosa (sur
occidente del Cauca); en las reservas naturales adscritas a la “Red de Reservas
de la Cocha” (Narifio) y en el area rural del municipio de Garzon (Huila).

El yacon con preferencia se propaga vegetativamente mediante su tronco
tuberoso. La ventaja de la reproduccion vegetativa es el mantenimiento de la
estabilidad de cada clon, no obstante la desventaja esta en el riesgo de crear
monocultivos susceptibles a infecciones en masa y a las limitaciones de su
capacidad de produccion (Fernandez et al. 2010. p.4). La escasa reproduccién
sexual es una caracteristica de esta especie. Se le atribuye a factores como:
problemas durante la meiosis, lo recalcitrante de sus semillas, la ausencia de
polinizadores y a la alta esterilidad de los granos de polen que fuera observada en
diferentes trabajos de investigacion realizados tanto en Argentina como en clones
ecuatorianos mediante técnicas de tinte diferencial (Coelho 2012. p.12).

El yacon se propaga convencionalmente mediante division de coronas de raices,
hijos y esquejes; sin embargo existen riesgos para la transmision de
enfermedades como nematodos, enfermedades bacterianas como Ralstonia
solanacearum y virus, que aunque no se reportan especificamente en esta planta,
si existen en la familia Asteracea (Lizarraga, 2004. p.22). También se puede
encontrar hongos como Alternaria alternata, moho blanco Sclerotinia sclerotorium
(Ames, 1997. p.153). Esta situacion hace que el fomento del cultivo tenga
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dificultades por las restricciones fitosanitarias tanto nacionales como
internacionales debido a que no hay oferta de semilla certificada.

Una alternativa para la multiplicacion y conservacion de germoplasma de esta
especie son las técnicas del cultivo de tejidos in vitro que permiten la produccion
de plantulas y de érganos de almacenamiento como los microrrizomas.

A nivel agroindustrial, cuando se habla de técnicas de cultivo, se abre un sin
namero de posibilidades a nivel biotecnoldgico con los cultivos de tejido in vitro, de
las cuales hasta el momento, no figuran reportes cientificos.

En la trasformacion del producto, autores como Arango 2008, afirman que la
técnica de extraccion de inulina del yacon, su cristalizacion y caracterizacién de
los cristales muestran que la relacion entre la optimizacion del proceso de
extraccion solido-liquido, con agua caliente, a partir de raices de yacon es el mejor
meétodo de extraccidn utilizado, esta medicidon y cuantificacién de inulina presente
en el extracto se hace a través de refractometria. Teniendo en cuenta la
importancia de las combinaciones de tiempo, temperatura y relacion solvente-
materia prima. La técnica para la separacion de los cristales a partir de la solucién
rica en inulina puede tener rendimientos del 17.3% con relacion al peso en fresco
del material experimental (Arango et al. 2008 p.2).

ANTECEDENTES

Algunos autores como Viehmannova et al. 2013 p.1, sefiala que las técnicas
biotecnolégicas ofrecen alternativas para formar y ampliar la variabilidad genética
del yacon utilizando la embriogénesis somatica, estos resultados muestran que la
embriogénesis somatica indirecta podria ser utilizada en el mejoramiento del
yacon para ampliar la variabilidad genética, sobre todo cuando la baja capacidad
reproductiva sexual dificulta la forma clasica de reproduccion, dentro de las cuales
se encuentra el cultivo del yacon. En ese orden de ideas, la micropropagacion in
vitro mediante segmentos nodales es una herramienta para la multiplicacion de
nuevos clones obtenidos con nuevas y valiosas cualidades, que mejoran la
estabilidad de las mismas (Castillo, A. 2004).

Ko et al. (2009), refieren que en el proceso de micropropagacion de materiales de
siembra, una de las etapas criticas, es la desinfeccion de los explantes; en efecto
se han dedicado publicaciones al tema de los métodos de produccion de
materiales libres de contaminacion.

Segun, Suarez. 2013, p.16. en la fase de establecimiento en la siembra in vitro, no
encontré una diferencia significativa en los tratamientos con hipoclorito de sodio al
1% en los tiempos de 5, 15 y 30 minutos. Sin embargo, recomienda trabajar con el
tratamiento de 15 minutos, debido a que utilizar una concentracion mayor y un
tiempo prolongado puede repercutir en la oxidacion de los explantes a la hora de
sembrar. Con respecto a la evaluacion de las concentraciones de BAP (0 a 2.0
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mg/L) no se encontraron diferencias significativas con la relacion a la induccion de
brotes axilares; sin embargo estos brotes se pudieron proliferar mediante
segmentos nodales, Fernandez et al. (2010), con un coeficiente promedio de 2.26
brotes cada 21 dias.

Impacto esperado

El cultivo del yacon (Smallanthus sonchifolius) en los ultimos afios ha tenido un
creciente interés debido a que es una importante fuente de fructooligosacaridos
(FOS), con ventajas como una mayor produccién de biomasa y bajo grado de
polimerizacion frente a plantas de donde comunmente se han extraido como la
acerola y alcachofa (Douglas et al., 2005. p.12). Los FOS son considerados como
uno de los nuevos ingredientes alimenticios que cumplen los criterios como
ingrediente prebiotico (Gibson y Roberfroid, 1998).

Estudios recientes se han centrado en el efecto antidiabético de esta fruta.
Posiblemente, puede modular en el plasma la concentracién de insulina e inhibir la
gluconeogénesis hepdatica que recientemente se ha informado en el &mbito clinico
(Genta y Col., 2009). Su consumo se hace atractivo para los diabéticos, como una
herramienta potencial para el control del peso, ya que puede ser utilizado como
edulcorante con valores de calorias relativamente bajos. Ademas de estos
beneficios para la salud, existen informes sobre la funcién antioxidante del fruto
(Takenaka et al. 2003) y reportes sobre los efectos hipoglucemiantes y
antimicrobianos de las hojas (Utami et al. p.3).

Los estudios en humanos y animales, muestran los efectos benéficos del tubérculo
de yacon, que incluyen mejoria en el tiempo de transito coldnico, disminucién
significativa de medidas corporales como, peso, circunferencia abdominal e indice
de masa corporal, ademas de la sensacion de saciedad, mejoria de la
biodisponibilidad de hierro y la retencion de calcio en los huesos; éstos efectos
pueden estar directa o indirectamente relacionados con la estimulacion del
crecimiento de bacterias beneficiosas y la produccion de productos de
fermentacién (Ojansivu et al. 2011. p.4).

En animales como los porcinos los estudios han demostrado que la inulina puede
modular e incrementar la microbiota intestinal, en particular las bifidobacterias y
los lactobacilos de las cuales se notd incremento en diferentes segmentos del
tracto intestinal, cuando se afiadi6 inulina en concentraciones de 1,6% y 4% a la
dieta de los cerdos y por otra parte, una disminucion de microorganismos
perjudiciales como, Clostridium perfringens en el colon y Clostridium spp., en el
recto (Pal3lack et al. 2015 p.2).
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Debido a los beneficios potenciales del uso de la raiz de yacon como un alimento
funcional, existe la necesidad de obtener una mayor comprension de la relacion
entre los fructooligosacaridos y otros componentes del tubérculo, con la salud
gastrointestinal.

Perfeccionando la metodologia de micropropagacion en todas sus fases el
impacto en la produccion de yacén sera de gran interés en el sector agricola
debido a la herramienta de trabajo tan importante que esta despertando el cultivo
del yacon en los agricultores por ser de gran potencial comercial para la industria
nutracéuticas y alimenticia.

Teniendo en cuenta el interés que ha generado el yacon, se ha despertado una
demanda creciente por obtener material vegetal certificado de excelente calidad,
gue es una cualidad innata que puede ofrecer el cultivo de tejidos al obtenerse
plantas genéticamente homogéneas, de buena produccion, resistentes y libre de
patégenos.

En el dmbito cientifico se obtendran metodologias que no solo serviran para
trabajar con la misma especie, también serdn referentes para trabajar con
especies de la misma familia, ademas de esto, la transferencia de conocimiento
entre los diferentes grupos de investigacion, incentivando y motivando la
generacion de nuevos proyectos de investigacion en la formacion de nuevos
paquetes tecnoldgicos para los productores tales como cultivo, cosecha,
poscosecha y transformacion.

Por lo anterior se establecid un protocolo para la propagacion clonal in vitro del
yacon [Smallanthus sonchifolius (Poepp. y Endl.) Robinson] determinando el
contenido del oligofructosacarido tipo inulina en los diferentes 6rganos de la
planta.

1 Revisién de literatura

El yacon [Smallanthus sonchifolius (Poepp. y Endl.) Robinson] es una planta
tuberosa de la familia Asteraceae, que en la Ultima década ha despertado un gran
interés por su importancia nutracéutica y econémica ya que es utilizada como
alimento completo. Sin embargo el reto esta en su reproduccion sexual el cual es
la mayor limitante (Mansilla et al. 2010. p.2).

El yacon es una planta herbacea que puede llegar a medir desde 0,7 hasta 2,0 m
de altura, con pocas o muchas ramas de acuerdo a su tamafio. Sus raices son de
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dos tipos, reservantes o tuberosas, engrosadas, fusiformes u ovadas que
almacenan azucares en forma de fructooligosacaridos (FOS), siendo éstos, los
organos de interés econdmico; exteriormente son de color crema, blanquecino o
parpura. Segun la cepa tienen diferente color de pulpa, pudiendo ser blanca,
anaranjada, crema o pigmentada de purpura. El nidmero de rizomas por planta
varia desde 3 hasta 35 con un promedio de 12. Produce también algunas raices
delgadas, fibrosas, no engrosadas, cuyas funciones son fijacion y absorciéon (ONU.
2012. p.5).

El yacén ha sido utilizado por las culturas andinas como una fruta refrescante o
alimento bajo en calorias. Por esta misma razon, ha sido introducida a paises
como Estados Unidos, Nueva Zelanda, Japon, Corea y Brasil. Sus raices estan
compuestas mayormente por agua (85 a 90%). El 40 al 70% de su peso seco esta
en forma de fructoligosacéaridos (FOS), azlUcares con efectos convenientes para la
salud humana, y compuestos con un alto poder antioxidante, por lo que es
considerado como nutracéutico, para tratar problemas de diabetes (Betalleluz.
2007. p.2).

1.1 Botanica

El yacon Smallanthus sonchifolius (Poepp. & Endl) Robinson. Es una planta
perteneciente a la familia Asteraceae (también denominada Compositae) género
Smallantus. Inicialmente habia sido clasificado por Wells en 1965, dentro de
Polymmia, pero Robinson en 1972 lo reclasific6 en un género que habia sido
creado por Mackensi en 1933 como Smallanthus, particularmente por un patron de
estrias que se encuentran en el fruto (Seminario et al. 2003). Las caracteristicas
morfolégicas mas sobresalientes son:

1.2 Género

El género Smallanthus pertenece a la familia Asteraceae (Compuestas) y
actualmente contiene 21 especies que son incluidas en el género Polymnia. El
género Smallanthus tiene su distribucion restringida a América y su centro de
diversidad se encuentra en Centroamérica y en los Andes. Las especies de
Smallanthus son plantas perennes, raramente arbustos o pequefios arboles y solo
una especie es anual. El género se caracteriza por la superficie (con ligeras
hendiduras) y forma del aquenio (radialmente engrosada y lateralmente
comprimido), la nervadura foliar (casi siempre trinervadas o palmatilobuladas),
presencia de un verticilio al exterior de las bracteas involucrales, la falta de
glandulas en el apice de las anteras y la forma de los pelos de la corola (con apice
agudo) (Dostert et al. 2009. p.8).
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1.3 Morfologia.

1.3.1 Tallo

Segun Seminario et al. (2003), si la planta viene de una semilla, tiene un solo tallo
principal, (ver ilustracion 1C) a veces bifurcado desde la base, otras veces, solo
con ramas bajas en la parte superior. Si la planta proviene de propagulo o semilla
vegetativa, consta de varios tallos. Los tallos son huecos, cilindricos, de color
verde a purpura, su altura varia de 1 a 3 metros.

Smallanthus sonchifolius, es una hierba perenne de 1,5—3 m de altura, con tallo
cilindrico a angular, surcado, hueco en la madurez y densamente pubescente en
la parte superior (Dostert et al. 2009. p.9).

1.3.2 Corona: raices y rizomas.

Los 6rganos subterraneos del yacon estan compuestos por un tronco engrosado y
ramificado que se llama corona, con brotes que corresponden a los rizomas o
propagulos. (ver ilustracion 1E). A partir de los rizomas se forman las raices, las
cuales son de dos tipos: las fibrosas, delgadas y absorbentes que pueden
alcanzar en promedio 60 cm de profundidad, y las raices tuberosas, generalmente
fusiformes, de almacenamiento con dimensiones que pueden sobrepasar los 25
cm largo y 10 cm de espesor. A diferencia de otras raices de este tipo, su
composiciéon es un alto porcentaje de agua (70 - 90%) y azucares del tipo
fructanos en lugar de almidén.

El aspecto mas llamativo de esta especie lo constituyen sus &rganos
subterrdneos, conformados por un tronco engrosado y ramificado denominado
corona, que presenta brotes cortos conocidos como propagulos o rizomas, en los
cuales se almacenan sustancias de reserva en forma de carbohidratos simples y
fructooligosacéaridos (FOS), los cuales posiblemente sirven de alimento a las
yemas, cuando estas van a brotar (Polanco, 2011. p.4).

1.3.3 Hojas

Las hojas son opuestas, con ldmina decurrente hacia el peciolo; la lamina foliar es
anchamente aovada con la base hastada, auriculada o connada; las hojas
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superiores son aovado-lanceoladas; el haz de la hoja es piloso y el envés
pubescente. (Ver ilustracion 1A) (Dostert, 2009. p.3).

1.3.4 Inflorescencia

La rama floral es terminal de ramificacion dicasica, compuesta de inflorescencias
llamadas capitulos. Cada rama puede contar con mas de 40 capitulos (ver
ilustracion 1B). Una planta puede producir mas 80 capitulos, los cuales son de
colores brillantes amarillos 0 anaranjados y con pedunculos sumamente pilosos.
Cada capitulo tiene flores femeninas y masculinas. Las flores femeninas se ubican
hacia el exterior del capitulo, cuya parte mas vistosa y coloreada de amarillo es la
ligula; presentan pistilo y estambres normales pero genéticamente estan
incapacitadas para producir semilla viable, y si producen dan lugar a plantas
débiles (Polanco, 2011. p.24).

1.3.5 Flores

Las flores liguladas son femeninas, 2—3 dentadas, de hasta 12 mm de largo y 7
mm de ancho. Las flores tubulares son masculinas, con cerca de 7 mm de largo.
El fruto es un aquenio, de 3,7 x 2,2 mm en promedio; tienen forma elipsoidal, color
café oscuro, con epidermis lisa, endocarpio sélido caracterizado por el libre
desprendimiento del pericarpio con un ligero frotamiento; algunos eco tipos no
producen frutos y si los producen no son viables (Dostert et al. 2009. p.9).

Se plantea que el inicio de la escasa reproduccion sexual se puede localizar en
otro factor de la biologia reproductiva como la androesterilidad citoplasmética.
Esta ha sido descrita en mas de 150 especies y colateralmente con los genes
restauradores de la fertilidad fue usada en la multiplicacion de hibridos. En las
plantas androestériles citoplasmaticas el desarrollo de la antera puede estar
afectado, o como en algunos mutantes CMS (Cytoplasmic Male Sterility) o
Esterilidad Citoplasméatica Masculina, las anteras pueden desarrollarse de forma
normal, debido a la microsporogénesis y se detiene durante la meiosis o0 después.
Generalmente en plantas (CMS), el tapetum o masa de células nutritivas de la
antera sufre degeneracion celular durante la meiosis, seguido después de la
muerte de las microsporas inmaduras. Sin embargo, algunos genotipos (CMS)
pueden estar cubiertos por la presencia de genes nucleares restauradores de la
fertilidad. La androsterilidad citoplasmética en la mayoria de los casos se asocia a
los ORFs (Open Reading Frames) o Marcos de Lectura Abiertos del genoma
mitocondrial, y en otros casos como es el del tabaco se debe a la pérdida de
genes mitocondriales. Segun Mansilla et al. (2010), estos (ORFs) se originaron por
algun tipo de recombinacion aberrante en los genomas mitocondriales. Las

17



secuencias de los (ORFs) contienen a veces porciones parciales de genes
mitocondriales y éstos pueden ser transcritos conjuntamente con otros genes
funcionales. (ver ilustracién 1B)

1.3.6 Flor femenina.

Cada capitulo presenta entre 14 a 16 flores femeninas y entre 80 a 90 flores
masculinas. Las flores femeninas abren previamente que las masculinas e igual se
marchitan primero que la flor macho. La corola de la flor femenina esta formada
por la fusién de cinco pétalos (corola simpétala) tres de estos pétalos constituyen
la ligula, que es ampliada en la parte media y bi o tridentada en el apice, a veces
con dientes apenas evidente. Los otros dos pétalos estan sometidos, formando un
pequefio tubo en la parte basal de la ligula. Cercando a la rama estigméatica, en su
parte externa y por encima del ovario, se implanta el papus o vilano, que son
bracteas modificadas en pequefias cerditas o pelos de color blanquecino. La ligula
mide aproximadamente entre 11 a 14 mm. Puede ser de caracter oblonga, oval-
eliptica, o eliptica. La forma de la ligula es un caracter que se tiene en cuenta para
la determinacion del germoplasma del yacon. El estilo es recto y en el extremo
superior se abre formando un estigma bilabiado. El ovario es fusiforme a
troncocénico de color purpura (Seminario et al. 2003. p.22).

1.3.7 Flor masculina

La flor masculina tiene gineceo no funcional. La corola esta constituida por cinco
pétalos soldados formando un tubo pentadentado (5 lobular), con una espesa
pilosidad en la cara externa. Muestra cinco estambres de filamentos libres y
anteras connadas a la porcion apical del estilo (estigma). En la antesis, las anteras
se rompen dejando evidente el estilo, de color amarillo, que sobresale de la corola
tubular. Las anteras son de color negro, con finas lineas amarillentas en la
connacién. El grano de polen es esférico y espinoso y a veces tripolado, de color
amarillo brillante y de consistencia pegajosa (Seminario et al. 2003. p.22).

1.3.8 Fruto.

El fruto es un aquenio, que proviene de un ovario infero, con mas de un carpelo. El
pericarpio es descarnado y seco a la madurez, exteriormente muestra estrias,
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longitudinales, que constituyen surcos paralelos. La semilla se encuentra acoplada
al pericarpio, solo por el funiculo. El aguenio es piramidal con &ngulos no bien
definidos y redondeados, de apice truncado y base ensanchada. En promedio
mide unos 3,7 mm de largo y 2,2 mm de ancho. Cien semillas pesan entre 0.6 a
1.2 gramos. (Ver ilustracion 1D) (Seminario. p.22).

llustracién 1. Morfologia de la planta de yacdn (Smallanthus sonchifolius).

A. Hojas. B. Flor compuesta. C. Cepa. D. Tubérculos color crema de forma napiforme.
E. Raices reservantes de yacén ala cosecha. Fotos: Autor - Unidad de biotecnologia —
UCoO.

1.4 Taxonomia.

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
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Orden: Asterales

Familia: Asteraceae

Subfamilia: Asteroideae

Tribu: Millerieae

Género: Smallanthus

Especie: S. Sonchifolius

N.C.: S. sonchifolius (Poepp & Endl) H. Robinson
Sinonimia: Polymnia sonchifolius Poepp & Endl
(Polanco 2011. p.19)

1.5 Distribucion mundial.

El yacdn esté distribuido en gran parte del territorio andino como planta silvestre o
en cultivo, desde ecuador en el norte, hasta el noroeste argentino en el sur ha sido
ocasionalmente reportado para Colombia y Venezuela. El centro de diversidad se
encuentra entre la cuenca del Apurimac en el sur de Peru (14°S) y La Paz en
Bolivia (17°S). En esta zona se encuentra la més alta diversidad genética, y tres
especies silvestres relacionadas en las Ultimas tres décadas, también se han
realizado cultivos fuera de su area de distribucion natural, parte de ellos en forma
masiva, sobre todo en Nueva Zelanda, China, Rusia, Taiwan, Japén, Corea, Brasil
y en la antigua Checoslovaquia (Dostert et al. 2009. p.10).

1.6 Distribucion en Colombia.

Se cultiva ancestralmente en el departamento del Cauca, en los municipios de la
Sierra, Sotard, la Vega, San Sebastian, Santa Rosa en la Red de Reservas de la
Cocha departamento de (Narifio); en el departamento del Huila, municipio de
Garzon. También se puede encontrar cultivares de yacon en el departamento de
Risaralda municipios de Pereira, Guatica y Santa Rosa de Cabal; en el
departamento del Quindio en los municipios de Salento, Calarca y Cérdoba; en el
departamento de Cundinamarca municipio de Anolaima; también se puede
encontrar en los departamentos del Valle, Antioquia y Tolima en este ultimo, el
germoplasma repartido a los campesinos de las localidades de Palocabildo,
Cajamarca, Falan e lIbagué, se encuentra mayoritariamente en proceso de
multiplicacion. La zona agroecoldgica mas apta para el desarrollo y adaptacion
del yacon es el bosque humedo tropical, presenta buena adaptacion por encima
de los 1.200 m.s.n.m hasta los 2.700 m.s.n.m. Es utilizado para alimentar al
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ganado, eliminar el sobre parto en las vacas, aliviar el dolor de espalda, controlar
la hipertensién y la fiebre. (Renso 2003, p.3).

En general, el cultivo es posible en latitudes templadas y subtropicales (0—24°).
Aun cuando el yacén puede ser cultivado en casi todo Peru, este se desarrolla de
la mejor manera en los pisos altitudinales entre 1.100 y 2.500 m; sin embargo, en
Amazonas y San Martin, puede ser cultivado exitosamente incluso hasta en los
bosques nublados (3.600 m). Los rangos de altitud que han sido indicados para
otros paises sugieren una alta capacidad de adaptacién: 900—3.500 m en Bolivia
y Ecuador, 600-2.500 m en el noroeste argentino, 600 m en Brasil y al nivel del
mar en Nueva Zelanda y Japon (Dostert et al. 2009. p.4).

2 Ecologia

Segun Polanco (2011)., la informacion acerca de los requerimientos
medioambientales del yacén, es minima y desactualizada, siendo una planta que
coevolucioné en las laderas humedas de los Andes Occidentales cerca la linea
ecuatorial, una regién con temperaturas medias y generalmente con abundantes
lluvias aunque con distintos periodos secos, estas condiciones ecoldgicas son
probablemente las requeridas. El crecimiento y formacién de raices del yacon no
son afectados por el fotoperiodo, sin embargo este proceso es mas lento en los
lugares de alta latitud (mayores a 23°C). La temperatura Optima para su
crecimiento esta en el rango de 18 a 25°C, siendo necesarias las bajas
temperaturas en la noche para una apropiada formacién y llenado de la raiz. No
soporta las heladas, pero si hay dafio, esto, es compensado por una gran
capacidad de rebrote (Grau y Rea, 1997). Agricultores de Argentina y del Sureste
de Bolivia indican que la mejor altitud para que haya una buena producciéon de
raices esta entre los 1.500 a 2.000 m.s.n.m., mientras que las tierras bajas y
calidas son mejores para la producciéon de semilla vegetativa (rizomas). Los
requerimientos de agua estan entre los 600 y los 1.000 mm? de lluvia anuales,
siendo considerado como éptimo 800 mm?®. El yacén puede sobrevivir largos
periodos secos, sin embargo la productividad es severamente afectada bajo estas
condiciones. La abundante humedad puede conducir al rajamiento y pudricién de
las raices afectando la calidad externa y su valor en el mercado (Grau y Rea,
1997). Se adapta a un amplio rango de tipos de suelos, aunque prefiere los
francos, a francos arenosos, moderadamente profundos a profundos, con buena
estructura y bien drenados, con pH ligeramente acido a neutro, con buena
cantidad de materia organica y rico en minerales. Crece bien bajo la sombra de los
arboles, como también a plena exposicién solar.
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2.1 Habitat.

Se entiende que el yacon y las especies emparentadas han prosperado en
territorios humedos de la vertiente oriental de los Andes, bajo condiciones de
temperaturas moderadas y un periodo estacional con sequia acentuada
(Machuca, 2007, p.11).

Es una planta nativa que prospera entre los 900 y 2.750 m.s.n.m. a lo largo de los
Andes sudamericanos. También se cultiva en algunas regiones del sureste de
Asia, difundiéndose en varias areas del tropico y subtrépico. Es una especie que
se desarrolla en dias cortos y largos; requiere humedad en las primeras etapas de
crecimiento, después puede soportar periodos de sequia; soporta temperaturas
altas y minimas de 4 - 5 °C y muestra una amplia adaptacién para la produccion
de follaje, sin embargo para raices comestibles, requiere suelos profundos, ricos y
bien drenados. Su desarrollo vegetativo abarca de seis a siete meses, pudiendo
cultivarse todos los meses del afio (Machuca, 2007, p.21).

2.2 Crecimiento.

Un buen crecimiento se produce bajo temperaturas entre 18 y 25°C, en el que las
hojas toleran temperaturas de hasta 40°C sin dafio visible. Temperaturas
nocturnas bajas en lugares de altitud media llevan a un desarrollo 6ptimo de raices
de almacenaje, mientras que zonas bajas calidas favorecen un mayor desarrollo
de porciones caulinares subterrdneas o propagulos (erroneamente llamados
rizomas). Los oOrganos aéreos del yacon no son tolerantes a las heladas y
evidencian dafio bajo temperaturas desde -1°C (Dostert et al. 2009. p.17). El
cultivo del yacén, sin embargo, no presenta problemas en zonas con heladas
débiles en tanto que estas ocurran al término del periodo vegetativo. En Nueva
Zelanda, temperaturas de alrededor de -7°C producen también la muerte de todos
los 6rganos subterraneos de la planta. Temperaturas menores a 10 - 12°C bajo
radiacion solar intensa llevan a dafio en las hojas.

En general, el cultivo es posible en latitudes templadas y subtropicales (0 - 24°).
Aun cuando el yacon puede ser cultivado en casi toda la region andina, desde la
costa (Lima, Trujillo) hasta los bosques lluviosos de tierras bajas, este se
desarrolla de la mejor manera en los pisos altitudinales entre 1.100 y 2.500
m.s.n.m. Los rangos de altitud que han sido indicados para otros paises sugieren
una alta capacidad de adaptacion: 900—3.500 m.s.n.m. en Bolivia y Ecuador, 600-
2.500 m.s.n.m. en el noroeste argentino, 600 m.s.n.m. en Brasil y al nivel del mar
en Nueva Zelanda y Japon (Dostert, 2007. p.11 - 12).
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2.3 Propagacion.

El yacon es propagado vegetativamente por medio del rizoma, un Organo
subterrdneo de la planta del cual se pueden obtener entre 6 a 14 propagulos.
Otros métodos de propagacion no tradicionales incluyen los nudos y los esquejes
de tallo. La reproduccion sexual del yacon no es comun debido a la escasa
formacion de semilla sexual fértii haciendo de este un método dificil de
reproduccion (Hermann et al. 2004. p.2).

2.4 Propagacion por cepa (sistema convencional).

De la cepa o corona, se extraen, seccionandolas con un cuchillo, porciones que
deben tener de 4 a mas yemas o brotes. Cada porcidén debe tener suficiente tejido
de reserva que asegure su establecimiento en el campo y el brotamiento de las
yemas. El peso promedio de cada una debe estar entre 50 y 80 g con dimensiones
aproximadas de 8 a 12 cm de largo. Dependiendo del tamafio de la cepa, se
pueden extraer de 3 a 30 porciones de cada una (Valderrama, 2005. p.3).

2.5 Propagacién por esquejes de tallo.

Seleccionadas las plantas madres, se cortan desde la base, tallos maduros y se
les quita las hojas. Luego se cortan los esquejes, cada uno con dos o mas nudos:
El corte inferior es transversal y debajo del nudo; y el superior se hace en forma de
bisel. La longitud del esqueje varia de 10 hasta 20 cm, procurando uniformidad en
el tamafio. No se recomienda obtener estacas con entrenudos excesivamente
largos, seleccionar aquellas cuya distancia entre sus nudos no sea mayor a 15 cm
y tampoco aquellas que son delgadas o que presentan magulladuras y dafios por
fitéfagos (Valderrama 2005. p.3)

El enraizamiento alcanza el 96% a los 30 dias aproximadamente para estos dos
tipos de practicas. Si el terreno definitivo para el trasplante se halla lejos, sacar
cuidadosamente los esquejes enraizados con algo de sustrato y colocarlos en un
recipiente con agua de tal manera que las raices no pierdan humedad. En estas
condiciones, los esquejes pueden permanecer sin problema por dos dias como
maximo. Realizar el trasplante por las tardes y en suelo humedo (Valderrama
2005. p.3).
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2.6 Propagacion por nudos de tallo individuales.

Para esta técnica, se cortan tallos de plantas que cumplan con las condiciones
descritas en la propagacion por esquejes. Luego se les quita las hojas, cuidando
de no cortar excesivamente la base del peciolo, pues las nuevas yemas se
originan en este punto. Sobre una tabla, se coloca el tallo sin hojas y con una
cuchilla filuda, se corta a ambos lados del nudo, de 1.5 a 2.0 cm (ancho del dedo
pulgar), de tal manera que la porcibn de nudo tenga entre 4 a 5 cm. Se
desinfectan de la misma manera que para estacas, debido a que los nudos deben
permanecer en la solucion desinfectante s6lo 2 minutos, para evitar “quemar” las
yemas (Valderrama 2005. p.3).

3 Usos del yacon

Segun Sequeiros et al. 2003. p.5, el tubérculo es cortado y afiadido a las
ensaladas, impartiendo sabor y textura. También se consume sancochado u
horneado, en la coccion estos permanecen dulces y ligeramente tostados. A pesar
de sus cualidades solo el 1% de la poblacion suramericana lo consume, ya que
este producto llega en forma limitada al mercado.

Esta especie es producida con diversos fines, en los andes, se rallan y se
exprimen para ser filtrados por una tela para obtener una bebida dulce y
refrescante.

Algunas veces cuando estda concentrado, forma blogues de azucar, un turron
oscuro llamado chancaca. La cascara puede tener un sabor desagradable, por lo
gue los tubérculos se pelan antes de comerlos. Uno de los usos potenciales de la
especie es el forraje, ya que se puede alimentar ganado con los tallos y las hojas,
los cuales contienen entre 11 y 17% de proteina (Sequeiros, p.5).

Como uso procesado esta el zumo, que se obtiene de manera similar a como se
procede con la cafia de azucar, también se producen jarabes y chips secos, para
esto la raiz es pelada y luego cortada en rodajas bien delgadas y por ultimo
encurtido de yacon.

Segun (Seminario et al. 2003. p.8), existe un interés creciente por diversificar e
inventar nuevas formas del consumo del yacén, en la gastronomia novandina
existen ya algunos platos y postres que usan el yacon como ingrediente principal.
Simultaneamente, en varias instituciones del pais (Peru) se estan desarrollando
diferentes productos procesados sobre la base del yacdn, como pasas de yacon,
jarabe de yacon, hojuelas de yacon, jarabe de yacdn de alta fructosa y té de
yacon.
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3.1 Usos del yacon en Colombia.

Manrique et al. 2003, describen, que el yacon tradicionalmente se consume como
fruta fresca o deshidratada en diferentes grados, de manera ocasional en algunas
localidades, en forma de jalea, chicha, tisanas, grageas y jarabe de yacén. Como
fruta fresca es un buen rehidratante debido a su alto contenido de agua, ademas
puede prevenir la fatiga y los calambres por su alto contenido de potasio (Polanco
2011, p.35).

4. Composicion quimica

Los efectos beneficiosos para la salud de los prebidticos han provocado un
aumento de los estudios de ecologia microbiana en el intestino humano y de los
animales con el fin de comprender mejor los vinculos entre la alimentacion, la
microbiota intestinal y la salud general. Dos enfoques se utilizan para incluir
prebioticos en la dieta. Una de ellas es la adicion de compuestos prebidticos a los
alimentos de consumo habitual. La otra es la de incluir alimentos funcionales,
alimentos que contienen naturalmente altas concentraciones de prebioticos en la
dieta. Polimeros de fructosa son un grupo de prebioticos que pueden ser divididos
en oligofructosa de cadena larga, se encuentran comunmente en la achicoria y
alcachofa, y la oligofructosa de cadena corta, que se encuentra en el tubérculo
yacon. La inclusién de estos alimentos en dietas ha informado para promover el
crecimiento de microorganismos intestinales beneficiosos, tales como
bifidobacterias y lactobacilos, y para aumentar la produccion de acidos grasos de
cadena corta (AGCC) en el ciego. El uso del tubérculo yac6n como alimento
funcional esta ganando interés, ya que contiene antioxidantes, y una alta fraccion
de su biomasa seca que se compone de compuestos prebidticos, fructo-
oligosacaridos (FOS, de tipo inulina oligofructanos) (Utami, 2013. p.2).

Ademas del fruto, en las hojas y flores del yacon, autores como Forville et al.
2014., sefalan que, en estas partes, se encuentran compuestos fendlicos,
importantes por su accién antioxidante. ElI &cido galico (acido 3,4,5-
trinidroxibenzoico) y la rutina (quercetina-3-rutindsido trihydroxydrate), son los
compuestos fendlicos mas abundantes encontrados en los extractos de las hojas,
en aproximadamente 42.2 mg y en 39.71 mg. respectivamente. Miricetina
(3,3,4,5,7-hexahydroxyflavone) y acido galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzoico),
proveen la actividad antioxidante mas alta en hojas y flores. Esto afirma que
ademas del fruto del yacon las hojas y las flores prometen una cantidad de acidos
fendlicos y flavonoides con propiedades antioxidantes apreciables.
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Santana et al. 2008. p.4, describen que el yacon ha sido el foco de atencién en las
tltimas décadas, ya que tiene compuestos bioactivos importantes para la salud
humana, su composicion principal es agua y sustancias de hidratos de carbono,
que se almacenan principalmente en forma de fructooligosacéaridos (FOS) y otros
azucares. El contenido de agua de la raiz se encuentra alrededor de 83-90% de
peso fresco. Debido al alto contenido de agua, el valor de energia de la raiz es
bajo. Este factor también reduce su vida util en condiciones ambientales, (cerca
de 7 dias) ya que los tejidos internos de las raices son sensibles, caracteristica
que los predispone a sufrir grietas o romperse facilmente durante la cosecha,
empaque y transporte (Santana, p4).

Con respecto a los hidratos de carbono, los azlcares que se encuentran entre los
monosacaridos son la glucosa y la fructosa, disacaridos como la sacarosa,
ademas de oligosacaridos y fructooligosacaridos como la Inulina, y finalmente
también compuesto por pequefas cantidades de almidon. Las raices contienen
entre el 10 y el 14% de materia seca y aproximadamente el 90% de
carbohidratos. La composicion de azucares varia considerablemente dependiendo
de factores tales como variedad, cada vez mas tiempo de la temporada y la
cosecha y la temperatura en post-cosecha (Santana, p4).

El contenido de otros nutrientes en yacon es bajo, sélo minerales como el potasio
se encuentra en cantidades importantes. En las raices como las hojas contienen
compuestos con un alto poder antioxidante: acido clorogénico, triptéfano y varios
fenoles derivados del &cido caféico. Es recomendable procesar el yacon
inmediatamente o refrigerar, debido a que una semana después los contenidos de
oligofructosa (OF) bajan en un 30 a 40%. Por otro lado, la costumbre tradicional de
solear (exponer al sol) las raices por unos dias para que se vuelvan mas dulces,
acelera el proceso de conversion de la OF en azucares simples. Para evitar la
degradacion de la OF en el procesamiento, es preferible no exceder temperaturas
superiores a 120°C (Mufioz, 2009, p.21).

Varios compuestos se han aislado e identificado en las hojas y raices de yacon,
entre ellos, el acido clorogénico, L-triptofano, ésteres de acidos caféico, acido
ferdlico y los aceites esenciales 3-pineno, cariofileno y y-cadineno, entre otros. La
mayoria de éstos fueron beneficiosos para el consumo humano, y se determind, la
actividad antioxidante del yacon, identificandose dos antioxidantes principales, el
acido clorogénico y L-10 triptéfano. El acido clorogénico y sus derivados son
antioxidantes tipicos en las plantas terrestres, como la papa, la manzana y el
tomate. El L-triptéfano es un aminoacido esencial para los animales y los seres
humanos, también conocido como precursor de la melatonina y la serotonina
(Albarracin, 2015. p10).

4.1 Los fructooligosacaridos.
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Carvalho et al. 2004. refieren que las raices de yacon acumulan una gran
diversidad de azucares, entre los que se encuentran: fructosa, glucosa, sucrosa,
trazas de almidon y oligosacaridos, que representan un 67% de la materia seca
total de la raiz y que se encuentran también pequefas cantidades de vitaminas,
minerales y otras fibras.

En los paises pertenecientes a la region andina el yacon es consumido en su
forma cruda después de secarlos al sol y como si fuese una fruta, dado su sabor
dulce y su textura crujiente, comparable con la pera. No obstante se estima que la
cantidad de fructanos se ve significativamente disminuida por el tratamiento solar
y por ende se da la conversion a fructosa, por lo cual es mas recomendable el uso
de practicas alternativas de secado o de consumo. En los primeros dias de
desarrollo de raices tuberosas de yacoén, la concentracion de estos azucares
simples es alta y los (FOS) son bajos.

Dos enzimas son responsables de la sintesis de (FOS) a partir de sacarosa. La
enzima sacarosa fructosiltransferasa (SST), que cataliza la union de dos
moléculas de sacarosa para producir una sola molécula y la segunda enzima es
un fructano: fructano frutosiltranferasa (FFT) y su funcion es catalizar la union de
dos oligofructanos para producir un mayor grado de polimerizaciéon. Asi, la energia
necesaria para satisfacer la demanda de estos procesos viene de la
despolimerizacion de las cadenas de fructooligosacaridos almacenados (Carvalho
et al., 2004).

Diferentes estudios han demostrado que poco después de la cosecha se inicia un
rapido proceso de cambio en la composicidbn quimica de sus azlcares: los
azucares polimerizados tienden a la despolimerizacion, es decir, los (FOS) son
hidrolizados por la simple accién de la fructano hidrolasa (FH) y después de una
semana de almacenamiento a temperatura ambiente aproximadamente, del 30 al
40% de los (FOS) se han convertido en azucares simples como fructosa, sacarosa
y glucosa (Graefe et al. 2004).

Sin embargo, la velocidad de esta conversibn es mas lenta si el yacon se
almacena a temperaturas de refrigeracion. Las temperaturas de refrigeracion
también son utiles para reducir la tasa de deterioro y la degeneracién de las raices
durante el almacenamiento.

Esto sugiere que, para obtener el maximo beneficio de los (FOS), la mejor manera
de consumir yacon es fresco.

Segun (Graefe et al. 2004), los cambios en el contenido de fructosa, glucosa,
sacarosa Yy fructanos durante el desarrollo y el almacenamiento de raices
tuberosas de yacon mostro, que el contenido de (FOS) en las raices almacenadas
a 5°C es significativamente mas alta que en las raices almacenadas a 25°C, lo
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gue apunta que la velocidad de la conversion se hace mas lenta cuando las raices
se almacenan en temperatura de refrigeracion. Durante las dos semanas de
almacenamiento de las raices de yacon en pozos excavados en el suelo a 5°C y
25°C, el contenido de fructooligosacaridos disminuyé respectivamente, a 21,33 y
41% del total determinado en la cosecha y el contenido de fructosa, glucosa y
sacarosa iba incrementando.

Segun las investigaciones de los autores indican que los (FOS) son un tipo de
fibra soluble abundante en vegetales como el esparrago, la cebolla o el puerro,
entre otros. Normalmente el organismo no es capaz de digerir estas sustancias,
aunqgue si se usan como fuente energética por las bacterias del intestino grueso,
en particular por las del género Bifidobacterium. Esta es la principal funcion de la
que derivan los efectos positivos de los fructooligosacaridos sobre la salud del
sistema digestivo, la funcion inmunolégica y su papel relevante en la prevencion
de cancer de colon (Zudaire Maite, 2012. p.5).

La fermentacion de los prebibticos puede promover algunas funciones fisioldgicas
especificas a través de la liberacion de metabolitos de las bacterias en especial los
acidos grasos de cadena corta (AGCC: acetato, propionato, butirato, lactato, etc.)
al lumen intestinal. Participan en procesos como la proliferacion de mucosa,
previenen la inflamacién, disminuyen la carcinogénesis colorrectal, ayudan a la
absorcion de minerales y la eliminacion de compuestos nitrogenados. Al ser
aceptados los FOS como alimentos funcionales por la legislacién de varios paises
(E.E.U.U., Japdn, Union Europea), el mercado de prebidticos se encuentra en
rapida expansion (Betalleluz. 2007. p.2).

Varias investigaciones in vivo e in vitro, han evaluado el potencial téxico,
genotoxico y carcinogénico de los fructanos, demostrando que estos no presentan
ningun efecto adverso sobre la salud humana. Sin embargo, el Unico efecto notado
después del consumo de grandes cantidades diarias (44 g en hombres, 49 g en
mujeres o0 5% de la dieta total diaria en ratas) es la produccion de deposiciones
blandas y diarrea, efecto caracteristico de los oligosacaridos de baja digestion
(Roberfroid and Delzenne 1998; Sangeethaa et al. 2005. p.23).

Las investigaciones realizadas desde 1958 han permitido determinar diferentes
dosis, siendo el NOEL (Not Observed Effect Level) de 2.170 mg Kg/dia, de
acuerdo con los estudios de toxicidad cronica y subcronica en ratas, y el EDI
(Estimated Daily Intake) de 806 mg/dia. Debido a la evidencia histérica sobre su
uso y a estudios realizados por la FDA, los FOS han sido clasificados como GRAS
(Generally Recognized as Safe), garantizando que son seguros en las condiciones
de uso propuestas (Mufioz. 2011. p.3).

Debido a la configuracion B del segundo carbén numérico de la fructosa, los (FOS)
son resistentes a la hidrélisis realizada por enzimas digestivas como a-
glucosidasa, maltasa, isomaltasa y sacarosa, que son especificas para enlaces a-
glicosidicos. La baja digestion de los fratanos en el tracto digestivo humano, hace
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gue estos sean eliminados por la orina en un 97%, razén por la cual son
considerados como ingredientes alimenticios de bajo aporte calérico (1,5 Kcal/g)
(Mufioz 2005, p.3).

4.2 Produccion de fructooligosacaridos

La produccion de fructooligosacaridos, se encuentra enmarcada por los
desarrollos en la enzimologia. Es asi como su obtencion, se realiza principalmente
en lotes empleando la enzima soluble o el microorganismo, o en sistemas
continuos empleando la enzima o el microorganismo inmovilizado bien sea en
perlas de polimeros o sobre membranas. Los pioneros a nivel mundial en la
produccion industrial de FOS, se encuentran en Tokio (Japon) con la compafia
Meiji Seika Kaisha Ltda., que ha patentado el proceso de inmovilizacion de la
fructosiltransferasa (FTasa) proveniente del Aspergillus niger ATCC 20611; y la
compafiia Nihon Shokuhin Kako Ltd., que ha patentado el proceso de fabricacion
empleando tanto el micelio como la espora, proveniente del hongo Aspergillus
sydowi (Guio et al. 2009).

4.3 Lainulina

La inulina es un polisacarido no digerible por el cuerpo humano que esta presente
en diferentes vegetales, frutas y cereales a nivel industrial la inulina se extrae de la
raiz de la achicoria (Cichorium intybus) y se utiliza ampliamente como ingrediente
en alimentos funcionales. La inulina y sus derivados (oligofructosa,
fructooligosacéaridos) son generalmente llamados fructanos, que estan constituidos
basicamente por cadenas lineales de fructosa (Madrigal et al. 2007 p.4).

Se puede extraer de plantas de distintas familias como son Liliaceae,
Amaryllidaceae, Gramineae y Compositae, siendo la principal fuente la achicoria
(Cichorium intybus).

La caracteristica de la inulina mas estudiada es su comportamiento como
prebiotico, definido por su capacidad selectiva de estimular el crecimiento de un
grupo de bacterias en el colon (bifidobacterias y lactobacilos) y con la consecuente
disminucién de otras especies perjudiciales como la Escherichia coli y bacterias
del género Clostridium spp. (Ranjitha et al. 2007. p.34).

Ademas, la inulina se considera un alimento funcional dado que sus componentes
(que pueden ser 0 no nutritivos), tienen un efecto sobre una o varias funciones del
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organismo originando un efecto positivo sobre la salud y reduccion en el riesgo de
enfermedades. Como suplemento se aflade para incrementar el contenido de fibra
dietética de los alimentos, dichas adiciones son usualmente de 3 a 6 g. por
porcion, llegando a afiadir hasta 10 g. en casos excepcionales. Al ser agregados
a los alimentos estos ultimos pueden declarar actividad bifidogénica. Al ser
digerible Unicamente por las bacterias de la microflora intestinal, se ha empleado
como cubierta de farmacos para tratar enfermedades del colon para que, de ese
modo, la liberacion de su principio activo se dé exclusivamente en esa zona (Lara.
2011. p.4).

La inulina es una fibra dietética soluble extraida de vegetales, constituida por
polimeros de fructosa unida por enlaces 3 (2—>1); la polidextrosa, en cambio, es
un compuesto sintético producido mediante la polimerizacion de glucosa, sorbitol,
y acido citrico (1, 2). Tanto la inulina como la polidextrosa pueden ser utilizadas en
alimentos como sustitutos de la grasa; ambos tienen un bajo valor calérico y son
reconocidos como GRAS (Gotteland et al. 2006, p.3).

4.4 Técnicas de cuantificacion de la inulina.

La cuantificacion de la inulina puede desarrollarse mediante metodologias
utilizadas para la cuantificacién de fructanos o fructooligosacaridos (FOS), como la
espectrofotometria, la cromatografia de gas capilar y la cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) (Montafiez et al. 2011. p.12).

4.5 HPLC.

La HPLC (High Performance Liquid Cromatography) o Cromatografia liquida de
alta eficiencia, se utiliza para determinar las cantidades relativas de los diferentes
compuestos que se encuentren presentes en una muestra, (glucosa, fructosa,
sacarosa), no es preciso para compuestos de grado de polimerizacion mayores a
5 (GP > 5) (Herrera, A. 2011. p.54).

La HPLC es la técnica analitica de separacién mas ampliamente utilizada debido a
sus cualidades de sensibilidad, su facil adaptacion a las determinaciones
cuantitativas exactas, su gran adaptabilidad a sustancias que son de gran interés
para la industria, la ciencia y la sociedad, incluyendo sustancias tan diversas como
aminoacidos, proteinas, acidos nucléicos, hidrocarburos, carbohidratos, farmacos,
terpenos, plaguicidas, antibidticos, esteroides, especies organometdalicas y una
gran variedad de sustancias inorganicas (Herrera, A. 2011. p.54).

La Cromatografia de gas capilar, util para la determinacion cuantitativa de
fructanos con GP < 10, y también para distinguir las moléculas que tienen una
unidad de fructosa terminal (GFn) de aquellas que no la poseen (Fn). Por
permetilacion y posterior cromatografia capilar de gases y espectrometria de
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masas, con este procedimiento se puede estudiar las caracteristicas particulares
de la estructura quimica del fructano, el tipo de enlace y la frecuencia de
ramificacion (Madrigal et al. 2007. p.20).

A pesar de que el método cromatdgrafo estandar AOAC 997.08 resulta confiable
en sus resultados, su aplicacidén requiere tiempo y es indispensable el uso de un
aparato especifico de cromatografia. Es asi como existen otros métodos
estandares para la determinacion, entre ellos se encuentra el método AOAC
999.03, el cual también esta basado en tratamientos enzimaticos de hidrolisis y
posterior determinacion de azucares, por espectrofotometria. Posee la limitacion
de que los compuestos provenientes de la hidrolisis de la inulina son
subestimados (Madrigal et al. 2007. p.20).

5 Cultivo de tejidos.

Segun Calva 2005, El cultivo de células y tejidos vegetales se refiere al conjunto
de técnicas usadas para crecer células, tejidos u érganos vegetales in vitro, bajo
condiciones asépticas, controladas y libres de microorganismos (Street 1977,
Calva y Rios 1999). Se basa en el principio de totipotencia, que indica que
cualquier célula vegetal contiene una copia integra del material genético de la
planta a la que pertenece sin importar su funcion o posicién en ella, y por lo tanto
tiene el potencial para regenerar una nueva planta completa. La imprecision de
esta definicibn puede generar muchas polémicas, es actualmente aceptada.
Generalmente es comun dividir las técnicas del cultivo de tejidos en dos grandes
grupos: a) Cultivos en medios semisdlidos y b) Cultivos en medios liquidos, los
que a su vez pueden ser agitados (mediante el empleo de agitadores de uso
continuo) o estacionarios. También es frecuente dividir al cultivo de tejidos
atendiendo a los niveles de complejidad en cultivo de érganos, cultivos celulares y
cultivo de protoplastos. Para el establecimiento de los cultivos utilizando
cualquiera de los sistemas es necesario tener en cuenta algunos aspectos
generales comunes relacionados con el explante, la asepsia, el medio de cultivo y
las condiciones de incubacién (Mroginski et al. 2004, p.32).

Segun (Montoya et al. 2008, p.2) la tuberizacion es un proceso fisioldgico
complejo, regulado por factores, que incluyen los ambientales, hormonales,
suplemento de nitrogeno, densidad de inoculo, fuente de explante, cultivar y
concentracion de sacarosa. Sin embargo, es posible suministrar fuentes de
carbono externas para producir suficientes carbohidratos con el fin de promover el
crecimiento celular y la subsecuente regeneracion. Se han desarrollado varias
técnicas para la produccién de microrrizomas in vitro. Entre ellas esta la técnica de
los BIT. Esta tecnologia ha sido empleada satisfactoriamente en la induccién de
tubérculos in vitro de papa.
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Fernandez, (2010). afirma, que para la micropropagacion rapida de yacon. Los
factores mas importantes son la composicion del medio de cultivo, el tiempo de
cultivo y el origen del clon.

6. METODOLOGIA

6.1 Establecimiento aséptico.

La seleccion y colecta de las plantas se realizé en el municipio de San Vicente
(Antioquia) y la caracterizacion botanica en el herbario de la Universidad Catdlica
de Oriente (HUCO), donde se catalogd con los registros N° 0004822, 0004823 y
0004824. Para el establecimiento bajo condiciones in vitro se utilizé el protocolo
desarrollado por Suérez (2013) el cual se describe a continuacién. Se realizé un
preacondicionamiento de las plantas madres en condiciones de vivero que
consistié en la aspersion de oxicloruro de cobre 1 g/L y un bactericida a base de
sulfato de gentamicina 1 g/L por 8 dias. En la ilustracion 2. se muestra la imagen
de la planta madre que se utilizd para la extraccion de los explantes. Luego se
colectaron porciones de tallo con tres 0 mas entrenudos con la ayuda de unas
tijeras previamente desinfectadas con yodo y se llevaron al laboratorio. Alli se les
hizo un lavado con jabén comun y un cepillo, luego se sumergieron en una
solucién con benomyl (1 g/L) durante 15 minutos; se cortaron en pequefios
segmentos y se introdujeron al cuarto de siembra donde se sumergieron en nitrato
de plata 0.5 gr/L durante un minuto, Como fuente de explantes se seleccionaron
meristemos apicales y laterales, en la desinfeccién se utilizé hipoclorito de sodio
(1%) durante 15 minutos en constante agitacién, posteriormente se hizo un triple
lavado con agua estéril. Durante la siembra se efectud la limpieza del tejido
muerto producto de los desinfectantes previniendo asi la oxidacion de los
meristemos y dejandolos en un diametro de 3 mm para un mejor desarrollo de los
explantes.
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llustracién 2. Planta madre de yac6n Smallanthus sonchifolius, en preacondicionamiento.

6.2 Fase de multiplicacion de meristemos.

Para el ensayo se evaluo el efecto de la citoquinina BAP (0, 0.5, 1, 2, 3y 5 mg/L)
sobre la proliferacion de los brotes, se tomaron brotes de 3mm de altura se
sembraron en el medio MS (Murashige y Skoog, 1962) con los cinco tratamientos
de BAP; el pH en todos los medios de cultivo se ajusté a 5.7 £ 0.1. Se utilizé un
disefio completamente al azar con 30 repeticiones cada uno. Las condiciones de
fotoperiodo fueron de 12 horas luz y 12 horas de oscuridad. Las variables que se
evaluaron a los 30 dias, posterior siembra correspondieron a: tasa de proliferacion,
longitud, altura de los brotes y numero de hojas. Se realiza cambio de medio a los
21 dias para evitar agotamiento.

6.3 Evaluacion de enraizamiento con AIB (Acido indolbutirico).

Se evaluo el efecto de la auxina AIB (0, 0.5, 1 y 3 mg/L) sobre la formacion de
raices. Se tomaron brotes de 1.0 cm de altura con cuatro semanas de edad; se
sembraron en el medio MS enrigquecidos con sacarosa al 3%, en sus respectivos
tratamientos de AIB durante 45 dias. Se utiliz6 un disefio completamente al azar
compuesto por cinco unidades experimentales, cada una con tres brotes. Las
condiciones de incubacion fueron: fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas de
oscuridad. Se evalué el porcentaje de enraizamiento, nimero de raices y longitud
radical. Se realiza cambio de medio a los 30 dias para evitar agotamiento.
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6.4 Efecto de la sacarosa y BAP sobre lainduccion de microrrizomas.

Para el ensayo del efecto del BAP y la sacarosa en la induccion de microrrizomas
con diferentes concentraciones y combinaciones de BAP (1, 2, 3y 5 mg/L) y
sacarosa (3.0%, 6.0% y 9.0% p/v), en brotes plenamente desarrollados. Se utilizd
un disefio factorial 4 x 3, donde cada tratamiento tuvo seis repeticiones.

6.5 Evaluacion de la concentracion de inulina en planta madre y plantulas in
vitro.

Para el ensayo se utilizaron plantas madres provenientes del invernadero de la
UCO,; las cuales se almacenaron con una temperatura de 5°C y se analizaron en
el Centro de Investigacion Farmacéutica (CECIF), donde se procedi6 a determinar
la cantidad de inulina en los diferentes 6rganos de la planta.

Se utilizé un equipo de cromatografia liquida Shimadzu Prominence, que incluye,
una bomba cuaternaria LC-20AD con degasificador DGU-20 A5R,
automuestreador SIL-20A HT, compartimiento de columnas CTO 20A (columna
Phenomenex Polysep — GFC-P2000), detector ELSD-LTII G1314A, Labsolutions
software y en la fase movil se utiliz6 agua: MeOH (alcohol metilico) 1:1.Calibracion
de la curva. Se tomaron 100 mg de inulina comercial (Inulin from dahlia tubers sc-
221760) en un matraz volumétrico de 100 mL, se disolvieron en aproximadamente
20 mL de agua desionizada, se llevaron a ultrasonido por unos minutos y se aford
con agua desionizada (Solucién A). Luego se tomaron 20 mL de la soluciéon Ay se
llevé a aforo con agua desionizada en un matraz volumétrico de 100 mL (Solucion
B). Se tomaron de 3 mL de la solucién anterior y se llevé a 10 mL en un matraz
volumétrico. Se repitié el paso anterior con volumenes de 4 a 9 mL para obtener
las soluciones de la curva. El tltimo punto de la curva fue la misma solucién B. En
total se utilizaron 8 concentraciones para la curva de calibracion.

6.6 Preparacion de la solucién muestra.

Se pesaron aproximadamente 2gr de material vegetal y se maceraron en 10 mL
de agua desionizada. Se pasO cuantitativamente el material a un vaso de
precipitado, se lavé dos veces con 10 mL de agua desionizada, recogiendo los
lavados en el vaso de precipitado también. Se calenté por 2 horas a 60°. Se
decantd cuidadosamente el agua desionizada a un matraz volumétrico de 100 mL.
Se agregd 20 mL de agua desionizada al vaso de precipitado con el material
vegetal, se calent6 por dos horas y se decanté al volumétrico de 100 mL. Se
repitié el dltimo lavado dos veces mas y se dejo la muestra en reposo hasta que
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baj6 la temperatura y se afor6 a 100 mL con agua desionizada. Se filtrd la solucion
muestra al vacio a través de papel Whatman (Papel de filtro de celulosa comercial)
de 0.45 um en dos ocasiones y se inyecto en el cromatografo para su analisis.

6.7 Medicion de la concentraciéon de inulina en planta madre y plantulas in
vitro.

Se evalud la concentracion de inulina en planta madre y plantulas in vitro. Las
variables que se tomaron en cuenta son: concentracion de inulina en planta madre
(hojas, raiz, tubérculo) y plantulas in vitro (hojas, tallos, raiz+microrrizoma), se
realiz6 la cuantificacion de microrrizoma junto con raices, al no obtenerse un peso
minimo requerido de microrrizomas.

6.8 Aclimatizacion de las plantas.

Las plantulas se llevaron a condiciones de invernadero con 30 dias de edad y una
longitud de raiz 9 cm promedio, se le hizo un lavado posterior con abundante agua
y se procedié asperjar con benomyl a razon de 1mg/L se sembraron en bandejas
semilleros y como sustrato se utilizé6 turba mezclado con bolas de icopor. Se
mantuvieron en camara humeda (90% de humedad relativa) por ocho dias y luego
se trasladaron a condiciones normales de vivero para su desarrollo.

6.9 Andlisis estadistico.

Para realizar las pruebas paramétricas, en todos los casos se verificO el
cumplimiento de los supuestos de distribucion normal y homogeneidad de las
varianzas en cada grupo. Cuando estas condiciones no se obtuvieron, se realiz6 la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Para los analisis estadisticos se utiliz el
programa estadistico R Wizard 2.1 (version febrero 2016).

7 RESULTADOS
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7.1 Fase de multiplicacion de meristemos.

Para el analisis de la informacién se verificé la normalidad y homogeneidad de la
varianza, lo cual se obtuvo mediante la transformacion de los datos a Vx. En la
grafica 1, se muestran los resultados sobre la proliferacién del yacoén, los cuales se

midieron a los 30 dias.

Numero de brotes por explante. En general se observa que en la medida que se
incrementa la concentracion de BAP se aumenta la formacion de brotes. Los
tratamientos donde no se utilizé BAP y con la concentracibn mas baja se obtuvo
entre 1.4 y 1.8 brotes. Cuando se utilizé la concentracion de 5 mg/L, se presento la
mayor proliferacion con 3.1 brotes por explante, seguido por el tratamiento con 3
mg/L con 2.8 brotes por explante. Ver grafica 1.
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Grafica 1. Efecto de diferentes concentraciones de la citoquinina 6 — bencilaminopurina
(BAP) sobre lainduccién de brotes, numero de hojas y longitud de los brotes en la fase de
proliferacién in vitro de yacon (Smallanthus sonchifolius).

Con relacion al numero de hojas se encontraron diferencias significativas en todos
los tratamientos. La mayor concentracion de BAP mostré el menor niumero de
hojas (3 hojas por explante), mientras que la concentracion de 2 mg/L presento el
mayor nimero de hojas (5.9 por explante). Ver grafica 1.
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La longitud del tallo (cm), no mostré diferencias significativas entre los
tratamientos con BAP: 0, 0.5, 1 y 3 mg/L. Cuando se utilizé la concentracion de 5
mg/L se obtuvieron los tallos mas cortos. Ver grafica 1

7.2 Evaluacion de enraizamiento con AIB (Acido indolbutirico).

Para realizar el analisis de varianza en todos los casos se verificO que se
cumplieran los supuestos de independencia de las muestras, distribucion normal e
igualdad de la varianza. En la grafica 2, se presentan los resultados del efecto de
diferentes concentraciones del AIB sobre el enraizamiento de los brotes de yacon,
medidos a los 45 dias.

Se observa que el mayor porcentaje se logré cuando se utiliz6 1 mg/L de AIB con
el 92% de enraizamiento. Los tratamientos con 0.5 mg/L y sin AIB alcanzaron el
72%, mientras que con la concentracidon mas alta de 2 mg/L de AIB se obtuvo el
menor porcentaje de enraizamiento. Un resultado similar mostr6 el nimero de
raices con 1 mg/L de AIB donde se obtuvo en promedio 18.1 raices, mientras que
al emplear 2 mg/L de AIB se obtuvo el menor ndmero de raices. Cuando se
analizé la longitud de las raices no se observaron diferencias en las
concentraciones de 0, 0,5y 1 mg/L, en la concentracion de 2 mg/L se obtuvo la
menor longitud con 1.22 cm.
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Gréafica 2. Beanplots que muestran el efecto de diferentes concentraciones de AIB (mg/L)
sobre el porcentaje de enraizamiento, nUmero de raices y longitud de las raices en brotes
producidos in vitro de yacén.
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7.3 Aclimatizacion de las plantas.

Las plantulas se mantuvieron durante una semana en condiciones de alta
humedad relativa (mayor al 90%) y temperatura promedio de 32°C +4°C, donde la
supervivencia fue del 100%. Luego se pasaron a condiciones ambientales de
vivero 28°C+5°C y humedad relativa del 75% donde permanecieron durante 45
dias, listas para ser sembradas en condiciones de campo.

llustracién 3. Plantulas endurecidas de yacon de 45 dias listas para ser establecidas en
campo.

7.4 Evaluacion de produccion de microrrizomas con BAP.

Con el propésito de cumplir los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianza se realiz6 transformacioén de los datos a Vx. Luego se procedi6 a realizar
el ANOVA y se encontr6 que se presentaron diferencias significativas en los
factores correspondientes a sacarosa, BAP y se evidencid interaccion entre los
valores. De acuerdo con los resultados que se presentan en la gréafica 2, al realizar
la comparacion de medias mediante el contraste de Tukey, se encontré que
respecto al BAP los mejores tratamientos correspondieron a 1 y 2 mg/L donde se
presentd la mayor formacién de microrrizomas y fueron significativamente
diferentes a los otros dos; para la sacarosa los tratamientos con 3% y 6 %
presentaron diferencias significativas frente al tratamiento con 9% de sacarosa. De
igual manera, se observa la interaccion entre los factores, donde en general se
observa que cuando las concentraciones de BAP se disminuyen después de 2
mg/L hay menor formacion de microrrizomas. Asi mismo se encontr0 que la
sacarosa al 6% mostr6 mayor formacién de microrrizomas, mientras que con el
9% se mostro una tendencia a disminuir. Se puede concluir que al combinar BAP
(2 mg/L) con sacarosa (6%) se presenté un Optimo de nimero de microrrizomas
gue correspondio en promedio de 2.4 por explante.
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Grafica 3. Evaluacién del efecto de diferentes concentraciones de BAP (mg/L) y sacarosa
(%) sobre lainducciéon de microrrizomas en brotes de yacoén in vitro.

7.5 Evaluacion del contenido de inulina en material vegetal.

La obtencién de inulina del material vegetal se hizo por medio de extraccion en
medio acuoso a alta temperatura, ya que la inulina se considera como una fibra
soluble en agua, el aumento de temperatura aumenta la solubilidad, de esta forma
se logra obtener el analito en el medio apropiado para analizar.

Para el andlisis de inulina se us6 una columna de exclusion de tamafios y un
sistema de dispersion de luz. La respuesta del analito fue lineal directamente
proporcional al aumento de su concentracion, se evidencid6 que a mayor
concentracion de inulina, mayor area de lectura. (ver tabla 1). El coeficiente de
regresion lineal R2 es de 0.9987. La ecuacion de la linealidad calculada en esta

regresion fue usada para la determinacion de la concentracion de inulina de las
muestras de origen vegetal (ver gréafica 8).

Tabla 1. Estandares de inulina y medida de areas, segun la concentracion.

% Inulina | Concentracién | Area de . ,
. ) Promedio de area
comercial | (mg/mL) Inulina | lectura
200 0.2 4988709
200 0.2 4944012 4966360.5
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180 0.18 4275553

180 0.18 4230136 4252844.5
160 0.16 3666735

160 0.16 3670068 3668401.5
140 0.14 3145556

140 0.14 3182735 3164145.5
120 0.12 2455224

120 0.12 2428141 2441682.5
100 0.1 1868231

100 0.1 1820454 1844342.5
80 0.08 1277938

80 0.08 1238379 1258158.5
60 0.06 709486

60 0.06 705466 707476

7.6 Cromatogramas de estandares de inulina.

Cromatogramas utilizados para el calculo de la concentracién de inulina en los
diferentes 6rganos de planta. En cada uno de ellos se puede observar el tiempo
de retencion en la integracion de la curva, que da lugar a la medida del area, valor
necesario para obtener la concentracion de inulina presente en la muestra.
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Grafica 4. Cromatograma 1. Estandar 0.2 mg/mL
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Gréfica 8. Concentracion de Inulina vs area de su sefial cromatogréafica.

7.7 Evaluacion del contenido de inulina en plantulas in vitro.

Una vez obtenida la curva de calibracién o curva estandar se procedio a realizar
los analisis de los 6rganos de las plantulas de la misma manera como se procedio
en el montaje de la curva, mediante cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC), usando el principio de exclusiéon de tamafios para separar y como
detector la dispersion de luz.

En el andlisis de las muestras encontramos inulina en las hojas y en las raices
junto con microrrizomas de las plantulas de yacén (raices+microrrizomas). La
mayor cantidad se encontré en el macerado de hojas. (ver cromatogramas 5, 6 y
7).
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La ecuacion:

mg de inulina / g de muestra = ((Area + 1156974.75) / 30345393.75) * 100 / Peso
de la muestra, fue la formula aplicada para la determinacién de la cantidad de
Inulina por gramo de muestra.

El resumen de los resultados obtenidos se encuentra en la tabla 2.

Tabla 2. Concentraciones y areas de las muestras analizadas (plantulas)

Concentracién
Muestra Peso gr Area (mg/g) inulina
Hojas 3.6434 3254496 3.9901
Tallos 2.0625 | No detectada No encontrada
Raices y
microrrizomas | 9.6792 1322851 0.8443

7.8 Evaluacién contenido de inulina en plantas madre.

La determinacién de inulina en material vegetal de yacén (planta madre), fue
realizada con la misma metodologia que se utilizé en las plantulas, cromatografia
liguida de alta eficiencia (HPLC), usando el principio de exclusién de tamafios para
separar y como detector la dispersion de luz.

Las muestras procesadas fueron hojas, raices y tubérculos, de una planta adulta
(aproximadamente 5 meses de vida) en las condiciones 6ptimas de analisis.

En los resultados obtenidos, se detectd inulina en la muestra de tubérculos. La
concentracion obtenida fue de 4,7097 mg de inulina por gramo de tubérculo. En
los analisis de las muestras de hojas y las muestras de raices, no fueron
detectadas sefiales correspondientes a la sefial de inulina. (ver Cromatogramas 8,
9 y 10). En los Cromatogramas 8 y 9 no se observa tiempo de retencion que
indique lectura de area, fundamental para calcular la concentracion del analito; y
en el Cromatograma 10 se observa tiempo retencién, dando lugar a lectura de
area, indicando la presencia de inulina en la muestra.
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Las concentraciones de inulina en cada una de las muestras fueron calculadas
mediante la ecuacion 1, utilizada para calcular el analito en las plantulas de yacon,
asi:

mg de inulina / g de muestra = ((Area + 1156974.75) / 30345393.75) * 100 / Peso
de la muestra. (ver tabla 3)

Tabla 3. Concentraciones y areas de las muestras analizadas (planta madre)

Peso ) Concentracion
Muestra seco (g) | Area (mg/qg)
No
Hojas 2.5478 detectada No encontrada
No
Raices 1.6543 detectada No encontrada
Tubérculos | 2.1462 1910362 4,7097

8 ANALISIS DE RESULTADOS

8.1 Fase de multiplicacion de meristemos.

Los mejores resultados se mostraron en los tratamientos con 5 mg/L de BAP con
3.1 brotes por explante, datos que se consideran cercanos a los de multiplicacion
masiva del morfotipo yacén morado obtenido por Saire Apaza (2012), donde su
mayor porcentaje de proliferacién se logré con 0.5 de BAP y 0.1 de AIA (&cido
indol acético), dando como porcentaje de proliferacién de 5.2 brotes por planta y
un porcentaje del 89 y 90% de proliferacién. En la ilustracion 4, se muestra la
multiplicacion de los brotes de yacon con 5 mg/L de BAP, donde se observa que
los brotes nuevos son de poca altura.
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| .
llustracién 4. Brote de yacon in vitro en medio MS méas 0.5 mg/L de BAP.

En la Universidad de Santa Rosa de Cabal en Risaralda se determin6 que el mejor
medio para la micropropagacién del yacén es el compuesto por las sales de MS,
inositol 100 mg/L, tiamina 1 mg/L, sacarosa 25 g/L, agar 7,5 g/L. ANA (&cido
naftalenacético) 0,02 mg/L, BAP 0,04, AG3 (acido giberélico) 0,05 mg/L, con un
porcentaje de diferenciacion de 73,3% y regeneracion del 90%, el cual se
consideré complejo y depende de la accion de tres reguladores de crecimiento.
Para su enraizamiento y propagacion acelerada el medio con mejores resultados
fue el que contenia AIA 2mg/L, AG3 0,1 mg/L, y kinetina 2 mg/L, Polanco, (2012),
p.32.

Si bien los porcentajes de proliferacion que se lograron en la investigacion son
aceptables, se debe seguir investigando para asi lograr incrementar la tasa de
brotes por planta.

8.2 Evaluacion de numero de hojas con BAP.

En la diferenciacién de yemas axilares en los brotes de yacon, el numero de hojas
por explante present6 rangos entre 3.4 y 5.9 hojas, esta respuesta de crecimiento
se produjo debido a la utilizacion del BAP, segun Sanchez et al. (2009), El
regulador de crecimiento 6-Bencilaminopurina (BAP) promueve la induccién vy
crecimiento de brotes. Al respecto, Sdnchez, sostuvo que la 6-Bencilaminopurina
es una citocinina sintética que se utiliza en concentraciones de 0,1 a 1 mg/l para
promover la divisién celular y la induccion de yemas utilizandose en las mismas
concentraciones de 0,1 a 1 mg/L para promover la division celular y la induccién
de nuevas hojas.
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8.3 Evaluacién longitud de tallo.

En el presente trabajo se pudo determinar que las concentraciones entre 0 y 3
m/gL de BAP mostraron las mayores longitudes de los brotes, mientras que la
concentracion mayor disminuyd la longitud. Estos resultados coinciden con los
obtenidos en otros cultivos, donde se ha demostrado que cuando se emplean
concentraciones altas de citoquininas se disminuye la longitud de los brotes
(Rabbani et al., 2001).

8.4 Evaluacion de enraizamiento con AIB (Acido indol-3 butirico).

Con relacién al porcentaje de enraizamiento cuando se utilizé 1 mg/L de AIB se
obtuvo el mayor porcentaje, cuyo valor correspondio al 92%.

Para el ensayo con acido indolbutirico (AIB) se encontrd, que para el nUmero de
raices por tratamiento los mejores resultados obtenidos estan en el tratamiento
con 1 mg/L de AIB, con 18.1 raices por planta, para los demas tratamientos no se
encontraron diferencias significativas, observandose también que en general tanto
el testigo como las demas concentraciones tienen un buen namero de raices con
5.8 en promedio.

Otros resultados obtenidos de investigaciones como el de Seminario et al (2003),
donde su mejor resultado en la propagacion de yacon sugieren la utilizacion de
0.49 mg/L de &cido indol- 3 butirico; comparado con nuestra investigacion se
encuentran datos similares. Otros autores como Vicente (2008), no resaltan la
necesidad de utilizar auxinas para promover el enraizamiento en yacon.

8.5 Evaluacién longitud de raiz.

Para la evaluacion de longitud de raiz, no se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos. Asi mismo, Polanco, (2011), encontr6 que para el
enraizamiento y la propagacion acelerada, el medio con mejores resultados fue el
gue contenia AIA 2mg/L.

No obstante 6.01 cm de longitud es un buen promedio si se desea empezar con la
proliferacion in vitro de yacén a nivel comercial, debido a que este muestra buena
adaptabilidad en la fase de siembra en vivero con esta longitud de raiz.

8.6 Evaluacion de produccion de microrrizomas con BAP y sacarosa.
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El tratamiento que mostrd la mayor produccion de microrrizomas correspondié a la
combinacion de 2 mg/L de BAP y 6% (60g/L) de sacarosa con una producciéon de
2.4 por explante en 60 dias. En la ilustracion 5, se muestra el desarrollo del
microrrizoma a partir de la zona media de la raiz y en sus extremos formando
engrosamientos.

llustracién 5. Induccién de microrrizomas en brotes de yacoén.

Comparando este resultado con otros trabajos de formacién de microrrizomas y
microtubérculos, podemos inferir, que los mejores tratamientos son los que utilizan
concentraciones minimas de BAP. Autores como Archana et al. (2013), aseguran
que la mejor formacion de microrrizomas de jengibre se logra al utilizar
concentraciones de BAP de 2 mg/L y sucrosa al 9%, obteniéndose un total de 4.35
microrrizomas en promedio; por otro lado, Montoya et al. (2008), destacan que los
mejores resultados en la formacion de microtubérculos de papa se obtuvieron con
una concentraciéon de BAP de 1 mg/L. Por consiguiente es importante tener en
cuenta que la formacion de microtubérculos y microrrizomas, es un proceso
complejo dentro de la fisiologia de la planta, por ende, se debe seguir investigando
y asi poder proponer nuevas alternativas, para una adecuada y efectiva formacion
de este 6rgano, como lo serian, la utilizacion de nuevas fuentes de carbono,
nuevas variedades de yacén, tratamientos hormonales y nuevas tecnologias,
como es el caso de la utilizacién de biorreactores de inmersion temporal (BIT).

8.7 Evaluacion contenido de inulina en plantulas y planta madre de yacon.
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Inicialmente se establecié la curva de calibracion, con inulina concentrada y
material vegetal (planta madre), para poder calcular las concentraciones de las
diferentes muestras a analizar.

Se tomaron como muestras, hojas, tallos y raices en conjunto con microrrizomas
en las plantulas y hojas, raices y tubérculos en la planta madre. Se encontr6
presencia de inulina en las hojas y en raices+microrrizomas de las plantulas in
vitro y solo en el tubérculo (macrorrizoma) en la planta madre.

Como es sabido, el crecimiento vegetativo comienza con la salida a la superficie
de los brotes, en este estado, la planta desarrolla tallos y hojas, encontrandose en
ese momento y en esos O0rganos vegetales la mayoria de nutrientes, proteinas y
minerales; en la propagacion in vitro, segun Castillo 2004, las partes que primero
se desarrollan son los brotes (aproximadamente 2 y de procedencia axilar o
adventicia) con varias hojas, los andlisis fueron realizados en este estado,
pudiéndose demostrar la teoria expuesta por dicho autor, pues la mayor cantidad
de inulina encontrada fue en las hojas (3.9901 mg/g).

En la planta madre no se encontré inulina en hojas y raices, se obtuvo una
cantidad considerable de inulina en el tubérculo o macrorrizoma (4,7097 mg/q).
Las investigaciones en cuanto a la cantidad de inulina en yacoén, solo se han
generado en el producto final (macrorrizoma), Alvarez, (2008), encontré en su
investigacion valores de 7.8% de inulina hidrolizada y 7.01 % de inulina sin
hidrolizar. Si bien estos datos no pueden ser comparables con nuestra
investigacién, confirman que es en el tubérculo (macrorrizoma) y no en otro
organo de la planta donde se obtiene la mayor cantidad inulina.

En la fase de la obtencion de inulina aparecen resultados que no se esperaban,
pero no dejan de ser atractivos, en este caso los mejores rendimientos en la
obtencién de inulina se dieron en las hojas de las vitro plantas, dejando abierta
una puerta, en cuanto a la extraccion del metabolito directamente de las plantulas
en el laboratorio, sin tener que esperar siete meses del desarrollo completo de la
planta en campo para ser extraida del tubérculo; en contra parte, no se encontré
inulina en las hojas de la planta madre, lo que podria darle otros significados a
trabajos de investigacion como el de Aybar et al. (2001), donde el té de hojas de
yacon tiene un efecto hipoglicemiante, es decir reduce la concentracion de glucosa
en la sangre; si se tienen en cuenta los resultados obtenidos, se puede inferir que
no se debieron por el analito en cuestidén, ya que en las hojas de plantas madre
adultas, no se encontro inulina, debera esclarecerse entonces, en cual periodo del
crecimiento de la planta en campo, se encuentra la mayor concentracién de inulina
en hojas y poder realizar dicha extraccion y cuantificacion en el momento
adecuado.

En la ilustracion 6, se visualizan las diferentes etapas del estudio.
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llustracién 6. Fases del trabajo in vitro con yacon.
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9 CONCLUSIONES

Se desarrollé un protocolo para la propagacion in vitro del yacon que consistio en
la desinfeccion de yemas y aislamiento de meristemos en el medio de cultivo MS.

La fase de proliferacion present6 los mejores resultados cuando se utilizé BAP (5
mg/L) donde se obtuvo 3.1 brotes por explante durante un tiempo de 30 dias. El
mayor porcentaje de enraizamiento se logré con el medio MS mas AIB (2 mg/L) el
cual present6 el 92% de enraizamiento y mejor calidad de raices.

La interaccion mas eficiente para la induccion de microrrizomas de yacoén, se
presentd al utilizar la combinacién de BAP (2 mg/L) y sacarosa (6%), obteniéndose
2.4 microrrizomas por explante en un lapso de 60 dias en condiciones de total
oscuridad.

Con relacion a la cuantificacion de inulina en plantulas, encontramos que ésta fue
detectada en hojas y raices+microrrizomas a concentraciones de 3.99901 mg/g y
0.8443 mg/g respectivamente; no se obtuvo inulina en los tallos.

En planta madre se detecto6 inulina sélo en el tubérculo (macrorrizoma) con una
concentracion de 4.7097mg/g. No se encontro el analito en los demas 6rganos de
la planta, hojas y raices.

Teniendo en cuenta la cantidad de inulina encontrada en las hojas de las plantulas
in vitro (3.9901 mg/g) respecto a las del tubérculo en la planta madre (4,7097
mg/g), podemos argumentar que el porcentaje de diferencia obtenido no es mayor
al 20%, lo cual genera expectativas en cuanto a la produccion de inulina en el
laboratorio, pues el tiempo de crecimiento de los brotes, con un niamero de hojas
optimo, es de 45 dias aproximadamente, y la plantula utilizada en campo es de 7
meses, encontrdndose un excelente margen en tiempo.

10 RECOMENDACIONES

Son de alto conocimiento y valor agregado las investigaciones que lleven a cabo el
mejoramiento de la calidad de vida de las personas a través de la entrega de
nuevos desarrollos cientificos. En ese mismo orden de ideas y dando
cumplimiento a los objetivos planteados en la propagacion clonal de yacon, se
puede orientar para que las futuras investigaciones se realicen en esta
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sorprendente planta, que promete corregir, prevenir y equilibrar factores negativos
en la salud humana tales como la diabetes, los trastornos digestivos y el cancer.

Para este fin, el conocimiento aplicado a todo el trabajo in vitro, nos muestra la
tendencia hacia donde se dirige la investigacion, en este caso puntual, el yacén,
planta de increibles propiedades nutracéuticas, se requiere de una investigacion
mas profunda que ahonde desde la busqueda, mejoramiento y creacion de
genotipos, pasando por su establecimiento en campo e in vitro; esta ultima con
éenfasis en la formacion de microrrizomas, multiplicaciébn y conservacion de
germoplasma, hasta llegar a su producto final, la trasformacion y obtencion de
metabolitos como lo son los FOS y la inulina.

Esta en manos de docentes e investigadores dar a conocer las posibilidades que
el yacdon ofrece a nivel clinico y economico, resaltando su gran valor al
emprendedor y al consumidor final; es momento de unir fuerzas y recordar la
importancia de la apropiacion de nuestros recursos enddgenos, con miras al
mejoramiento de los mismos, generando grandes beneficios a nivel regional. Si
gran parte del material bibliografico obtenido para la investigacion es tomado de
paises donde no es enddgeno el yacon, que si lograron ver sus grandes
cualidades y beneficios, como no aunar fuerzas a trabajar con la planta, si la
cultivamos y cosechamos en la mayoria del territorio andino colombiano y
suramericano. Hacia allda es donde debemos dirigir nuestro gran potencial
investigativo.
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