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RESUMEN

El cultivo de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” es vulnerable a
ataques de plagas y enfermedades que pueden causar la pérdida total del
producto. Por lo tanto, para poder controlar de manera mas efectiva este cultivo,
se realiza in vitro, lo cual conlleva necesariamente a una serie de
pretratamientos para la desinfeccion; no obstante y, a pesar de ello, aln persiste
el problema de contaminacion durante la fase de micropropagacion, un material
libre de microorganismos patdgenos es una de las premisas fundamentales para
la comercializacion de plantas in vitro, el intercambio de germoplasma o el
mejoramiento genético. La existencia de contaminantes exdfitos y enddfitos en
los tejidos a cultivar, en ocasiones no visibles para el operario, acarrea en las
subsiguientes fases un menor rendimiento y la pérdida total de las plantulas
después de unos meses de trabajo por lo que una posible solucién frente a esta
problemética es el empleo de nanoparticulas de plata (NPsAg) y el inhibidor
quimico de contaminacion (PTC®. Debido a que esta es una “nueva’
herramienta para el control de enfermedades en humanos y plantas, ya que ha
demostrado que logran la inhibicién del crecimiento de muchos microorganismos
patogénicos, se realiz6 el presente trabajo con el objetivo de determinar el efecto
antimicrobiano de nanoparticulas de plata y el inhibidor quimico de
contaminacién en la micropropagacion del morfotipo MAC003 de Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pav. “mashua”. Se trabajo a las concentraciones de 20, 50 y
100 ppm de NPsAg y 0.2, 0.5y 5 ppm de PTC® ™ con 30 repeticiones para cada
ensayo, los cuales fueron disueltos en el medio de cultivo MS (Murashige y
Skoog) sin autoclavar, suplementado con sacarosa a un 3%, regulado a un pH
de 5.6, las plantulas fueron evaluadas durante las subsiguientes 4 semanas. El
analisis estadistico de los resultados fue el andlisis de varianza (ANOVA),
Kruskall Wallis y Bonferroni a a: 0.05. Se comprobdé que, para todas las
concentraciones empleadas en el experimento tanto el caso de las
nanoparticulas de plata como del inhibidor quimico de contaminaciéon PTC® ™,
controlaron la contaminacién microbiana, lo cual permitié eliminar el proceso del
autoclavado de los medios de cultivo para la micropropagacion, ademas indica
un control efectivo de contaminacién en la micropropagacién del morfotipo MAC
003, ademas al asociar la concentracién de ambos productos con el desarrollo
de las caracteristicas biométricas de las plantulas, se observé que utilizando las
NPsAg y el PTC®™ a mayores concentraciones, inhibieron el desarrollo de las
plantulas y al comparar las caracteristicas biométricas de las plantulas
desarrolladas en NPsAg y el PTC®* ™ respectivamente, el PTC®* ™ a 0.2 ppm
mostré mejores resultados.

Palabras clave: Efecto antimicrobiano, nanoparticulas de plata, PTC?
Tropaeolum tuberosum
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l. INTRODUCCION

De la diversidad de tubérculos que se consumen y comercializan en nuestra
region la especie Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav “mashua”, ocupa un lugar
expectante, es catalogado como el cuarto en importancia de la zona altoandina
después de la papa, oca y olluco; sus tubérculos tienen propiedades
nutricionales y medicinales; su propagacion se realiza tradicionalmente usando
los tubérculos, sin embargo, no garantiza un buen rendimiento debido a que
presenta problemas de fitosanidad, por tanto la propagacion in vitro o
micropropagacion es una alternativa de solucion. No obstante, la
micropropagacion para esta especie ha sido escasamente abordada y existe
poca bibliografia. Las ventajas de la propagacion clonal es la factibilidad de
obtener grandes cantidades en un periodo relativamente corto, alta
homogeneidad del fenotipo, rejuvenecimiento del material vegetal, entre otros. A
pesar de las ventajas de esta técnica, la contaminacion de explantes, plantulas y
medio de cultivo es un problema frecuente que afecta la asepsia del cultivo in
vitro. El éxito del establecimiento de la micropropagacién depende en gran
medida, de la remocién de microorganismos contaminantes siendo los hongos y
bacterias los microorganismos mas comunes encontrados. La estrategia de la
técnica mencionada requiere del desarrollo de procedimientos bien
estructurados, siendo minucioso con cada factor como es la asepsia, Si
pretendemos lograr alta produccién de plantulas, por lo tanto, es necesario
implementar metodologias que aseguren obtener medios de cultivo libres de
microorganismos.

Una estrategia alterna para el control de los microorganismos en el cultivo in vitro
es el uso de los antibiéticos, sin embargo, éstos son frecuentemente fitotoxicos y
en algunos casos inhiben el crecimiento de las plantulas. Por las

consideraciones sefialadas en el presente trabajo se utilizd NPsAg y PTC? que



constituyen una alternativa para garantizar la asepsia de los cultivos. De
acuerdo a la literatura cientifica, ambos productos tienen efecto microbicida en
diferentes éareas, disminuyen significativamente la contaminacion in vitro
permitiendo la obtencion de plantulas viables.

Objetivo general

Determinar el efecto antimicrobiano in vitro de nanoparticulas de plata y del
inhibidor quimico de contaminacion PTC®* ™ en la micropropagacion de
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav “mashua”.

Objetivos especificos

e Evaluar el efecto antimicrobiano de NPsAg y del PTC® ™

respectivamente en
la micropropagacion de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav “mashua” durante
4 semanas.

e Asociar las concentraciones de NPsAg y del PTC® ™ en cada medio de
cultivo, con el desarrollo de las plantulas de “mashua”’, mediante las
caracteristicas biométricas.

e Comparar el desarrollo de las plantulas de “mashua” en el medio de cultivo

™
C3

suplementado con NPsAg y del PT , respectivamente.



II.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Desde el principio el ser humano ha estado expuesto a nanoparticulas de origen
natural como son los aerosoles de origen marino,’ las nanoparticulas resultantes
de las erupciones volcanicas y los fullerenos o nanotubos generados por la
combustion. Desde la llegada de la revolucién industrial esta exposicién se ha
incrementado draméaticamente debido a la presencia de fuentes antropogénicas
como la combustion interna de los motores de explosion, las centrales térmicas y
otras fuentes de termodegradacion.? Sin embargo, en la actualidad la fuente
principal de exposicion a nanoparticulas para los humanos se asocia con la
existencia de nuevas nanoparticulas fruto del rapido desarrollo de la
nanotecnologia.

La industria de la nanotecnologia esta sufriendo un rapido crecimiento dados los
beneficios que se asocian a los nuevos nanomateriales, los cuales van a tener
un importante impacto econémico y cientifico, ya que son aplicables en una
amplia variedad de areas desde la ingenieria aeroespacial y la nano-electrénica
hasta la remediacion medioambiental y el cuidado de la salud.’ El disefio y
desarrollo de nuevos nanomateriales tienen una importancia fundamental debido
a las nuevas caracteristicas fisico-quimicas que éstos ofrecen, tales como
aumento de la conductividad térmica o eléctrica, aumento de la resistencia y
dureza de los materiales, aumento de la actividad catalitica y propiedades
Opticas avanzadas, entre otras.?

Estudios recientes indican que en los Ultimos afios existe un crecimiento
exponencial de productos que contienen nanomateriales, hasta el afio 2010 se
estim6 que aproximadamente unos 1300 productos comerciales contenian
nanomateriales, esperandose que en el trascurso de los proximos afios la

cantidad de productos incremente de manera significativa. Entre los productos



que contienen nanomateriales se encuentran los cosméticos, cremas solares,
aditivos alimenticios, sistemas de administracion de medicamentos, productos
terapéuticos, biosensores, y farmacos, entre otros.*

Se realizé un estudio para evaluar el potencial de las nanoparticulas de plata en
la eliminacién de contaminantes de los explantes de Olea europea “oliva”, los
cuales fueron sembrados en medio de cultivo MS. Treinta dias posteriores al
cultivo los porcentajes de infeccion y muerte de los explantes fueron calculados.
Los resultados mostraron que las hanoparticulas son muy efectivas previniendo
la contaminacién de los explantes pero en altas concentraciones inhibieron el
crecimiento de las plantulas.®

En el 2011, un estudio realizado determind la actividad antimicrobiana in vitro de
las NPsAg sobre Escherichia coli 0157:H7 y Staphylococcus aereus resistente a
la Meticilina (SARM) por medio del método de microdilucion y difusién en disco,
determinando la concentracién minima inhibitoria (CMI) y bactericida (CMB) de
las NPsAg sintetizadas. Adicionalmente, se evalu6 el efecto sinérgico entre las
NPsAg sintetizadas y cuatro antibioticos con diferentes mecanismo de accién
antimicrobiana: Ampicilina, Kanamicina, Eritromicina y Ofloxacina. Las AgNPs
sintetizadas exhibieron tanto actividad bacteriostatica como bactericida frente a
las cepas patdgenas estudiadas, alcanzando valores de CMly CMB de 0.25y 1
pI/mL, respectivamente, estos resultados demuestran el potencial de las AgNPs
sintetizadas por reduccibn quimica como agentes antimicrobianos contra
bacterias patdgenas in vitro.*

Un estudio en el 2014, trabaj6 en el establecimiento de un protocolo de
desinfeccion para el cultivo in vitro de Stevia rebaudiana Bertoni “estevia”,
mediante el uso de nanoparticulas de plata. En este estudio se evalu6 el efecto
microbicida de las NPsAg sobre el porcentaje de contaminacién y sobrevivencia
de explantes. Se utilizaron nudos como fuente de explante y fueron tratados con
NPsAg a diferentes concentraciones (0, 25, 50, 100 mg.L* y tiempos de
exposicion (5, 10 y 20 min). Los resultados mostraron que el incremento de
NPsAg reducen los porcentajes de contaminacion y sobrevivencia. El tiempo de
exposicion no es un factor determinado en la respuesta. La concentracion de 50
mg.L™" fue la mas adecuada para disminuir la contaminaciéon sin afectar los
porcentajes de sobrevivencia.’

En el 2016, se realizé un estudio en el cual se reporto la actividad inhibitoria del

crecimiento bacteriano por nanoparticulas de cobre cementado y de cobre



comercial, se utilizaron las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 6538 (Gram
positiva) y Escherichia coli ATCC 35218 (Gram negativa) para determinar el
efecto inhibitorio mediante la concentracion minima inhibitoria de las
nanoparticulas diluidas en caldo de cultivo nutritivo y distribuidas en placas de
ELISA. Los resultados indicaron que las nanoparticulas de cobre comercial
muestran accion inhibitoria del crecimiento de la cepa S. aureus y no asi en la
cepa E. coli. Asimismo, se determiné que la concentracion minima inhibitoria de
la muestra de cobre comercial fue de 20 yg/mL frente a S. aureus. El cobre
cementado no mostrd efecto inhibitorio del crecimiento en ninguna de las dos
cepas estudiadas.®

En el 2016, se trabajo utilizando el producto PTC?, el cual fue afiadido al medio
de cultivo tres meses después de la introduccion in vitro para contrarrestar las
bacterias enddégenas que se encuentran en Carica papaya L. “papaya”, se dejo
crecer a las plantulas en este medio de cultivo suplementado con PTC? hasta el
dia 100, para lo cual no mostr6 alguna contaminacion, posteriormente se
traspasaron las plantulas a otros medios de cultivo para su elongacion.’

Se realizé un estudio utilizando el PTC? en la desinfeccién de explantes para la
introduccion in vitro de Delphinium elatum “Black Velvet”, junto a otros
desinfectantes como el hipoclorito de sodio y la Kanamicina a concentraciones
diferentes con el propésito de eliminar la contaminacién del explante. Se
realizaron evaluaciones de contaminacién, necrosamiento y viabilidad de los
explantes a los 7 y 15 dias de haber sido sembrados. El tratamiento que mostré
un mayor porcentaje de explantes viables fue el tratamiento que utilizo hipoclorito
de sodio al 3% y sometiendo los explantes a termoterapia durante 24 horas a 4
°C por lo que podriamos considerarlo el mejor.?

2.2. Microorganismos en el cultivo in vitro de células y tejidos vegetales
La presencia de microorganismos en el cultivo in vitro de células y tejidos
vegetales, de forma general, ha sido considerada indeseable a partir de que este
se ha definido como aséptico. Tal problemética constituye uno de los principales
obstaculos para el uso de métodos biotecnologicos con fines cientificos o
comerciales. Durante el crecimiento y desarrollo de las plantas muchos
microorganismos habitantes de la rizésfera, patdgenos, o no, pueden entrar a
los tejidos de forma oportunista a través de aberturas naturales, heridas, etc. y
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colonizarlos™, se considera a las plantas y a los microorganismos en la

naturaleza como parte de un ecosistema tendiente a lograr el equilibrio. Dentro



del microsistema de la planta, diferentes especies microbianas pueden ser
capaces de interactuar y establecerse. Algunas de ellas se reconocen como
especies dominantes™ y estan representadas por aquellos microorganismos mas
frecuentemente aislados. De igual forma hay un grupo de especies que no se
aislan con facilidad debido a su bajo numero. Asi, las plantas desarrollan
microbiotas endofiticas de variable composicion de especies que incluyen
microorganismos inter e intracelulares tales como: virus, viroides, bacterias y
hongos. En el establecimiento in vitro de los tejidos en dependencia del tipo de
explante utilizado estos microorganismos pueden introducirse.® Se mencionan
como contaminantes tanto a patégenos de las plantas que se cultivan in vitro
como a saprofitos.

Una amplia variedad de microorganismos (hongos filamentosos, levaduras,
bacterias, virus y viroides) patdégenos o0 no de las plantas cultivadas en
condiciones naturales han sido identificados como contaminantes in vitro. Los
mismos pueden ser introducidos con el explante inicial, durante las
manipulaciones en el laboratorio o por microartrépodos.’®*? Entre ellos, las
bacterias han sido consideradas como las que causan los dafios mas serios.

El desconocimiento de las especies bacterianas que contaminan los cultivos que
se micropropagan y el efecto que pueden tener sobre las plantas in vitro, ha
llevado a que en las biofabricas no se cuantifique su presencia y no se asuman
como pérdidas las plantas in vitro contaminadas con bacterias hasta tanto el
deterioro de las mismas impida su subcultivo. Por otra parte, en los laboratorios
de investigacion a pesar de que la contaminacion bacteriana tampoco se registra
ni se refiere generalmente en las publicaciones cientificas, su incidencia ha
limitado y entorpecido investigaciones sobre embriogénesis somatica, semilla
artificial, propagaciéon de especies forestales y frutales, transformacioén genética,
etc.® El efecto negativo de los contaminantes microbianos sobre el material
vegetal ha sido descrito por varios autores.’ Aquellos causantes de dafios in
vitro pero no necesariamente en condiciones in vivo se han considerado
“vitropatégenos”.*®

Se considera que la contaminacién por microorganismos es un problema
multicausal y que estos pueden introducirse al proceso tanto con el explante
inicial como en el laboratorio. De esta forma, se reportan contaminantes
enddgenos o latentes cuando aparecen asociados al explante en las diferentes

fases de la micropropagacion (principalmente en las fases de multiplicacion y



enraizamiento) y por otra parte, se mencionan a aquellos microorganismo que se
introducen en el laboratorio por técnicas inadecuadas de trabajo.

2.2.1. Contaminacion endbgena o latente

La contaminacién endogena se hace referencia de forma general a los
microorganismos asociados al explante inicial; patégenas o no,) en los cultivos in
vitro.™

Los métodos de desinfeccién utilizados no siempre eliminan las poblaciones de
microorganismos asociadas a los tejidos de las plantas, algunas especies tienen
la capacidad de manifestar crecimiento en los medios de cultivo inmediatamente,
pero otras permanecen latentes por largos periodos de tiempo en el interior de
las células, en los espacios intercelulares o en los haces conductores, por lo que
quedan protegidos de los agentes quimicos debido a la ausencia de sintomas
visibles sobre el material vegetal o de crecimiento microbiano sobre el medio de
cultivo. De esta forma se introducen en el cultivo de tejidos vegetales, se
propagan con el material vegetal y pueden permanecer sin expresarse en los
medios de cultivo por largos periodos de tiempo. Debido a la inhibicion
ocasionada por elevadas concentraciones de sales, sacarosa o el pH pero
después que hayan incrementado su numero en el interior del tejido vegetal o las
condiciones del ecosistema in vitro lo permiten, aparecen subitamente'! y
pueden conllevar a pérdidas de més del 20%."°

Por otra parte, los microorganismos que se introducen en el laboratorio son
generalmente habitantes del suelo que se encuentran en el ambiente, saprofitos
o patégenos de las plantas'’ asi como habitantes de la microbiota normal del
cuerpo humano que se han relacionado con procedimientos inadecuados,
condiciones higiénico sanitarias deficientes o incumplimientos de la disciplina
tecnoldgica.®

2.2.2. Contaminantes introducidos en el laboratorio

Existen muchas fuentes que pueden introducir contaminantes microbianos al
cultivo in vitro de plantas. Su determinacion a menudo se dificulta ya que los
andlisis se realizan post mortem cuando han intervenido numerosos factores.
Entre las principales fuentes de contaminacion por microorganismos se citan: los
explantes, el ambiente de los locales de trabajo, los operadores y técnicas
deficientes de esterilizacién. Ademas, los microorganismos pueden diseminarse

por acaros, trips y hormigas.***°



2.2.2.1. Los explantes

Hace mucho tiempo que se ha reconocido que muchos microorganismos son
residentes comunes de las plantas y pueden ejercer influencia sobre su sanidad
en determinadas condiciones o tener una relacion estrictamente comensal con
su planta hospedera. Debido a la importancia econémica de la sanidad de las
plantas, numerosas investigaciones sobre las bacterias se han centrado en los
patdgenos y se ha prestado poca atencion a los comensales estrictos®. A partir
de estudios de especies de plantas de importancia agricola y horticola se conoce
gque una gran variedad de géneros bacterianos pueden ser aislados del interior
del tejido de las plantas sanas.?

Los microorganismos epifiticos o endofiticos de las plantas pueden ser
introducidos al cultivo in vitro con el explante inicial. Con el cultivo de
meristemos, segun el tamafio que se establezca, muchos de ellos pueden ser
eliminados pero en explantes de hojas, peciolos o tallos, en su mayoria, no es
posible.’

Las familias Enterobacteriaceae y Pseudomonadaceae se han referido como las
causantes de las mayores pérdidas en las primeras fases de la
micropropagacion lo cual se ha explicado porque son las bacterias mas
abundantes en la superficie aérea de las plantas y el suelo, y se les considera
como microorganismos indicadores de ineficiente desinfeccién de los explantes
en la fase de establecimiento.’

Antes de que puedan ser usados con efectividad protocolos de desinfeccion, se
requiere conocer la microbiota asociada con las plantas que seran
micropropagadas.®

2.2.2.2. El ambiente de los locales

El ambiente de los locales de trabajo es una fuente de contaminacién ya sea
directa o indirectamente. A través de las corrientes de aire las particulas de suelo
cargadas de esporas y células de microorganismos son arrastradas y penetran
por los acondicionadores de aire, son transportadas e introducidas por el hombre
y permanecen en el ambiente por condiciones higiénicas inadecuadas. Este
aspecto qued6 demostrado en investigaciones realizadas, quienes encontraron
una correlacion directa entre especies y géneros de levaduras y hongos
filamentosos hallados en el ambiente de los laboratorios y aquellos que se

identificaron como contaminantes de los cultivos.*®



La contaminacion puede diseminarse por &caros y trips (que también se
introducen al ambiente de los locales de trabajo por los conductos de los
acondicionadores de aire, adheridos al vestuario del personal, con los explantes
gue se llevan al laboratorio desde condiciones ex vitro para su establecimiento,
etc. Varias especies de acaros se han identificado en el cultivo de plantas in vitro
pertenecientes a los géneros: Tyrophagus sp., Siteroptes sp., Pyemotes sp. y
Tarsonemus sp.**
2.2.2.3. Operadores
El hombre interviene directamente en todas las operaciones que se realizan en
el cultivo in vitro de plantas y es una fuente primaria de contaminantes a través
del estornudo, la tos, la conversacién, etc. La presencia de microorganismos
contaminantes que son habitantes de la microbiota normal del cuerpo humano
como por ejemplo: Staphylococcus epidermidis, Candida albicans y Micrococcus
spp. generalmente indica ineficientes técnicas de asepsia por parte de los
operarios.***®
2.2.3. Contaminacion bacteriana en el cultivo in vitro de células y tejidos
vegetales
Las bacterias encontradas como contaminantes en el cultivo in vitro de células y
tejidos vegetales pertenecen a varios grupos ecolégicos. Ellos incluyen a
patégenos de plantas, epifitos, endofitos y contaminantes accidentales por
ejemplo del aire o del hombre?®. De este modo algunas bacterias entran al cultivo
de tejidos con los explantes pero otras se introducen durante los procedimientos
de trabajo en el laboratorio.*?**
Como contaminantes del cultivo in vitro de plantas se han aislado especies de
bacterias pertenecientes a los géneros: Micrococcus, Bacillus, Staphylococcus,
Mycobacterium, Pseudomonas, Enterobacter, Acinetobacter, Xanthomonas,
Lactobacillus, Erwinia, Agrobacterium, Corynebacterium, Methylobacterium,
entre otros. Se estudid la composiciéon de las comunidades bacterianas que
crecian sobre plantas in vitro de Delphinium y Hemerocallis y llegaron a la
conclusion de que podian variar considerablemente entre diferentes especies de
plantas.™'? Esto usualmente se atribuye a que especies de bacterias especificas
de plantas han sido introducidas en el cultivo in vitro con el material vegetal.***
2.3. Efecto de las nanoparticulas de plata
Las nanoparticulas de plata estan clasificadas como nanoparticulas metalicas y

a su vez hacen parte de los metales nobles entre los cuales se encuentran



ademas oro, platino y paladio. Pueden ser usadas como agentes
antibacterianos, materiales épticos, superconductores, catalizadores, entre otras
aplicaciones. La eficiencia de las NPsAg en estas areas esté relacionada con el
tamafio de particula y con su morfologia. Generalmente, el tamafio y la
morfologia se controlan ajustando las condiciones de reaccion segun el método
de sintesis utilizado. Una de las ventajas que tiene las NPsAg es la posibilidad
de realizar la sintesis en condiciones ambientales, usando medios acuosos u
organicos gracias a la estabilidad que tiene este metal cuando presenta valencia
cero.”

La capacidad microbiocida de las nanoparticulas esta vinculada a la naturaleza
del material y a ciertas caracteristicas intrinsecas de las mismas, como sus
dimensiones nanométricas (lo cual les permite ser internalizadas con mayor
facilidad en microorganismos) y la alta relacién &rea/volumen que permite un
mayor contacto e interaccibn con dichos microorganismos. Entre las
nanoparticulas que han demostrado tener propiedades microbicidas las mas
importantes son las de plata, 6xido de zinc, cobre u éxidos de hierro. Las
primeras tres sustancias ya presentan esta propiedad en su forma macroscopica,
mientras que los 6xidos de hierro Unicamente resultan ser microbicidas en forma
nanoestructurada.?’

Los mecanismos de toxicidad que presentan las nanoparticulas con accién
bactericida sobre los microorganismos no han sido completamente dilucidados,
aunque se han postulado varios. Entre éstos se pueden mencionar
perturbaciones en las funciones de la membrana celular (las cuales alteran la
permeabilidad y la respiracién celular), el ingreso de las nanoparticulas a la
célula, lo que genera una alteracion en las funciones de las proteinas y el ADN,
o la produccién de especies oxidativas debido a la presencia de nanoparticulas
en el interior de la célula’® no es sencillo realizar un analisis comparativo de los
datos de la bibliografia ya que la accién bactericida dependera de una amplia
variedad de factores entre los que se pueden mencionar: el tamafio y la forma de
las nanoparticulas, su composicion quimica, el recubrimiento y su carga
superficial potencial y la concentracion de nanoparticulas usada.?®

Dentro de las familia de las nanoparticulas metélicas, aquéllas que han suscitado
el mayor interés son las nanoparticulas de plata (NPsAg), entre otros motivos
debido a que las sales de este metal ya se utilizan desde hace mucho tiempo en

preparaciones (por ejemplo en cremas tépicas) y en vendajes, entre otros.”®
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2.4. Inhibidor quimico de contaminacion

El PTC? (Inhibidor de contaminacién en el cultivo de tejidos vegetales), es un
biocida de amplio espectro que cominmente se afiade a los medios de cultivo
de tejidos vegetales para reducir la contaminacién bacteriana y fdngica, de
apariencia clara, liquida y soluble en agua. Debido a que es un biocida de amplio
espectro, también se puede utilizar en el proceso de la desinfeccion. Las dosis
recomendadas de PTC® son de 0.2 - 2 mL / L para uso general y como biocida
se recomienda en cantidades superiores a 2 mL / L. La probabilidad de que los
microorganismos contaminantes adquieran resistencia contra el PTC® es
relativamente baja debido a que inhibe la formacion de varias enzimas y no de
una en particular.?

Estudios bioldgicos realizados han comparado el PTC? con otro producto popular
de control de la contaminacién, y se evidencié que tiene un rendimiento
equivalente en la reduccion del crecimiento bacteriano y flungico, tanto Bacillus
subtilis como Escherichia coli que fueron inoculadas en crecimiento de fase
logaritmica en medio de cultivo liquido Murashige & Skoog (MS) con 0,2% (v/v)
de PTC? 0 0,2% (v/v) de producto competidor, no hubo crecimiento microbiano.
También se demostré que el PTC? inhibe el crecimiento flngico de Aspergillus
niger en medios de cultivo solidos. Los componentes de este producto pueden
estar limitados por proteinas en los medios (por ejemplo, peptona, caseina) y
hacerse inactivos.

También se menciona que no hay sustituto para la desinfeccién adecuada de
explantes en el mantenimiento de cultivos a largo plazo. Sin embargo, para fines
de demostracion educativa o para aficionados que buscan un cultivo de tejidos
de plantas totales, PTC®* ™ le permitira realizar cultivos de tejidos de rutina con
menor rigor y una menor preocupacion de perder su cultivo de tejidos a la
contaminacién diaria.*

2.5. Influencia de las nanoparticulas de plata en la mitosis

Los posibles efectos sobre la salud y el medio ambiente de las nanoparticulas
deben evaluarse exhaustivamente antes de su comercializacion generalizada.
Aungue hay pocos estudios sobre citotoxicidad de nanoparticulas en mamiferos
y lineas celulares humanas, apenas hay informes sobre el comportamiento
genotobxico y citotoxico de las nanoparticulas en células vegetales.

Las nanoparticulas de plata podrian penetrar el sistema de la planta y puede

perjudicar las etapas de la division celular causando puente de cromatina,
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pegajosidad, metafase alterada, mudltiples rupturas cromosémicas y
desintegracion celular.

En un estudio realizado y que tuvo como objetivo investigar los efectos
citotoxicos y genotoxicos de las nanoparticulas de plata en las células de la raiz
de Allium cepa “cebolla” como un organismo indicador, para estudiar puntos
finales como indice mitético, distribucion de células en fases mitoticas, diferentes
tipos de cromosomas aberraciones, metafase alterada, cromosoma adhesivo,
desintegracion de la pared celular y roturas.*

En este estudio, las nanoparticulas de plata exhibieron citotoxicidad
disminuyendo el indice mitético de una manera dependiente de la dosis. Esto
demuestra que las nanoparticulas de plata pueden tener un efecto mitodepresivo
en la “cebolla”. Muchas investigaciones han demostrado que la reduccion de la
actividad en la célula podria deberse a cambios en la duracion del ciclo mitético.
Unos pocos los autores atribuyen la inhibicion de la mitosis al aumento de la
duracion en la fase S.*

Las aberraciones cromosomicas son cambios en la estructura cromosomica
resultante de una ruptura o intercambio de material cromosémico. En este
estudio, se observaron diferentes tipos de aberraciones cromosOmicas con
diferentes concentraciones de suspensiones de nanoparticulas de plata. Ambas
aberraciones fisiolégicas y clastogénicas como pegajosidad, roturas, lagunas,
metafase alterada y desintegracion de la pared celular fueron notables en las
células tratadas. La pegajosidad cromosémica se observé en etapas de
metafase y anafase, la adherencia podria deberse a degradacion o
despolimerizacion de ADN cromosémico®. La pegajosidad también se ha
atribuido a enredo de fibras de cromatina inter cromosémicas. La pegajosidad es
un signo comun de influencia téxica en los cromosomas y es probable un efecto
irreversible. La metafase perturbada observada podria deberse a la perturbacion
en el aparato de husillo. La desintegracion de la pared celular aparecié en las
células tratadas con 100 ppm de suspension de nanoparticulas.>

Estudios previos con lineas celulares de mamiferos también demostraron que las
nanoparticulas penetraron estructuras subcelulares como las mitocondrias y el
nucleo causando el desacoplamiento de la respiracion y el aumento del estrés
oxidativo.*

Se estan realizando mas estudios para correlacionar los efectos citotoxicos y

genotbxicos observados con parametros fisicoquimicos pertenecientes a las
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particulas, el transporte de las particulas a las células y la biopsia de estas
particulas por las células.®®

2.6. Micropropagacion

La micropropagacion constituye la principal aplicacion comercial del cultivo de
tejidos vegetales. Consiste en la propagacion de un genotipo a gran escala a
través del empleo de técnicas de Cultivo de Tejidos. El cultivo es asi una
herramienta muy util en los programas de mejoramiento, ya que tiene el
potencial de producir plantas de calidad uniforme a escala comercial, a partir de
un genotipo selecto y con una tasa de multiplicacion limitada. Se realiza bajo
estrictas condiciones de esterilidad, en un medio sintético nutritivo y con el
control de temperatura, luz y fotoperiodo.*’

La micropropagacion presenta numerosas ventajas, entre las que podemos
mencionar:

¢ Propagacién vegetativa rapida y a gran escala

e Uniformidad seleccionada del material clonado

e Multiplicacion de plantas recalcitrantes a las técnicas convencionales

e Reduccion en el tiempo de multiplicacion y el espacio requerido para tal fin

¢ Mayor control sobre la sanidad del material propagado

¢ Introduccién rapida de nuevos cultivares

e Conservacion de germoplasma

Facilidades para el intercambio internacional del material vegetal®’
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material bioldgico

El morfotipo MAC 003 de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav “mashua” fue
colectado en la localidad de Yaruca del distrito de Vinchos, provincia de
Huamanga del Departamento de Ayacucho, entre latitud Sur Este 555290.51
UTM, Longitud Oeste Sur 8524274.99 UTM y entre las altitudes de 3 739
msnm.*

Es una planta herbacea, generalmente suculenta, de tallos postrados
frecuentemente trepadores por peciolos sensitivos que se enrollan con raices
tuberosas, sus hojas son alternas, peltadas a veces lobadas, sin estipulas; flores
perfectas, zigomorfas, espolonadas, generalmente solitarias axilares; Perianto:
sépalos 5, uno diferenciado en espolon relleno de néctar; pétalos 5
frecuentemente unguiculados, estambres: 8; Gineceo: ovario supero, 3 carpelar,
3 locular, con 1 6vulo péndulo por léculo, estilo apical, estigmas 3; fruto:
esquizocarpo formado por tres mericarpos; semillas: sin endosperma, con
embrién recto y cotiledones gruesos, carnosos®. El tubérculo de este morfotipo
presenta las siguientes caracteristicas: color predominante de la superficie
negro, no presenta color secundario de la superficie tampoco presenta
distribucion del color secundario de la superficie, forma del tubérculo cilindrico

fusiforme, profundidad de los ojos de los tubérculos ligeramente profundo.®®
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Figura 1. Tubérculo de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav “mashua”. Laboratorio de
Biologia Celular y Molecular 2017.

3.2. Preparacion del medio de cultivo (MS) suplementado con
nanoparticulas de plata

Se pes6 0,089 g de MS (Murashige y skoog*'); 0,6 g de sacarosa; 0,14 g del
gelificante y las cantidades requeridas de nanoparticulas de plata, debido a que
se trabaj6é a 3 concentraciones diferentes (20 ppm, 50 ppm y 100 ppm) se pes6
0,0004 g; 0,001 g y 0,002 g respectivamente; el medio MS y la sacarosa se
disolvieron en 20 mL de agua destilada utilizando opcionalmente un agitador
magneto, se midié el pH y regul6 a 5,7 con NaOH y HCI, posteriormente se
afiadi6 las cantidades respectivas de NPsAg para cada concentracién, una vez
realizado este procedimiento se llevaron inmediatamente los vasos precipitados
conteniendo la solucion (MS, sacarosa y NPsAg) a un bafio de ultrasonido
(Sonicador Branson™ 2510) a 42 kHz por 30 minutos, una vez retirada la
solucion del equipo se aflade 0,14 g del gelificante (agar agar), se calent6 para
su homogenizacion y se vertié en los frascos de vidrio, se dej6 enfriar para su
solidificaciéon para finalmente cubrirlos con bolsas de polietileno o polipropileno
transparentes y debidamente adecuadas para cubrir las parte superior del frasco,
de esta manera evitar el ingreso de aire.

3.3. Preparacién del medio de cultivo (MS) suplementado con el inhibidor
quimico de contaminacion PTC®*™

Haciendo el uso de una balanza digital se pes6 0,089 g de MS (Murashige y

skoog™); 0,6 g de sacarosa; 0,14 g de gelificante. En un vaso precipitado se
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afadio el medio MS y la sacarosa para su disolucion en 20 mL de agua destilada
utilizando opcionalmente un agitador magneto, se midi6 el pH y regulé a 5,7 con
NaOH y HCI, una vez realizado este procedimiento se afiadio las cantidades
requeridas de PTC® ™ (0.2 ppm, 2.0 ppm y 3.0 ppm), debido a que se trabaj6 a
estas 3 concentraciones se midié con una micropipeta 0,0002 uL; 0,04 pyL y 0,06
uL del PTC® ™ respectivamente para cada concentracion, posteriormente se
llevaron inmediatamente los vasos precipitados conteniendo la solucién (MS,

sacarosa y PTC®*™

) al agitador magneto para su disolucién, este procedimiento
puede realizarse también con una agitacion manual del vaso precipitado, una
vez retirado la solucién del equipo se afiade 0,14 g del gelificante (agar agar),
se calent6 para su homogenizacién y se vertié en los frascos de vidrio, se dejé
enfriar para su solidificacion para finalmente cubrirlos con bolsas de polietileno o
polipropileno transparentes y debidamente adecuadas para cubrir las parte
superior del frasco, de esta manera evitar el ingreso de aire.

3.4. Micropropagacion in vitro de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav.

Se tomaron plantulas de “mashua” con 5 semanas de cultivo que crecieron en
medio de cultivo liquido, debido a que estas presentaron mayor tamafo,
vigorosidad, de tal forma podemos obtener en lo posible explantes del mismo
tamafio y que se encuentren en las mismas condiciones de desarrollo, debido a
gue se tomO explantes de la parte superior de las plantulas, las cuales
constituyeron nuestra fuente de explantes para la micropropagacion por lo que
se las consideraron aptas una vez que alcanzaron un tamafo aproximado de 15
cm, seguidamente se retiré las plantulas del medio de cultivo liquido y se las
colocd sobre placas petri para realizar los cortes con un bisturi estéril, se
descart6 la parte foliar y raices, estos explantes fueron obtenidos
especificamente de los meristemos axilares, se trat6 en lo posible que la
exposicion al medio ambiente de los explantes obtenidos sea menor,
seguidamente, se coloc6 13 explantes por frasco, se cubri6 con bolsas de
polietileno o polipropileno transparentes y debidamente adecuadas para cubrir
las parte superior del frasco y asegurarlas con film para paletizar, de esta
manera evitar el ingreso de aire, se trasladaron a la cAmara de crecimiento a una
temperatura de incubacion de 18 + 2°C y 16 horas de fotoperiodo para
finalmente realizar las evaluaciones durante las semanas 1, 2, 3 y 4

subsiguientes a la micropropagacion in vitro.
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3.5. Analisis de datos

Los datos obtenidos del disefio estadistico completamente aleatorizado, fueron
ingresados a una base de datos en Microsoft Excel, y se realizé el andlisis de
variabilidad para comparar dos medianas utilizando para ellos la prueba no
paramétrica de Kruskall Wallis (entre tratamientos) y la prueba Bonferrony
(dentro de los tratamientos).

El programa estadistico empleado fue R version 3.4.3 (2) y IBM SPSS version
24.%
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VI. RESULTADOS

4.1. Efecto antimicrobiano de las NPsAg y del PTC?

Al determinar el efecto antimicrobiano de nanoparticulas de plata y PTC® durante
la micropropagacion respecto al tiempo, se pudo comprobar que ambos
productos inhiben la contaminacion para todas las concentraciones sometidas a
experimentacion en medios de cultivo sélido, debido a que no se manifesté
alguna contaminacién microbiana. Tanto la dosis aplicada como la forma de

utilizacién resultaron efectivas.
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Tabla 1. Seguimiento del efecto antimicrobiano in vitro de las nanoparticulas de

plata en la micropropagacion de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav “mashua’

durante 4 semanas.

SEGUIMIENTO DE CONTAMINACION
MICROORGANISMO

NPsAg DURANTE 4 SEMANAS
EVALUADO
1 2 3 4

Bacterias Negativo  Negativo  Negativo  Negativo

20 ppm . . . .
Hongos Negativo Negativo Negativo Negativo
5 Bacterias Negativo  Negativo  Negativo  Negativo

ppm . . . .
Hongos Negativo Negativo Negativo Negativo
Bacterias Negativo Negativo Negativo Negativo

100 ppm . . . .
Hongos Negativo Negativo Negativo Negativo
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Tabla 2. Seguimiento del efecto antimicrobiano in vitro del PTC® ™ en la
micropropagacion de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav “mashua” durante 4

semanas.

SEGUIMIENTO DE CONTAMINACION
DURANTE 4 SEMANAS

pPTC3™ MICROORGANISMO

EVALUADO

1 2 3 4
Bacterias Negativo  Negativo  Negativo Negativo
0-2ppm Hongos Negativo Negativo Negativo Negativo
2.0 ppm Bacterias Negat?vo Negat?vo Negativo Negativo
Hongos Negativo Negativo Negativo Negativo
3.0 ppm Bacterias Negativo Negativo Negativo Negativo
Hongos Negativo  Negativo  Negativo Negativo

21



4.2. Evaluacion de las caracteristicas biométricas en plantulas de

“mashua”
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Figura 2. Numero de hojas en plantulas de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav
‘mashua” durante la micropropagacion en medio de cultivo MS suplementado

con NPsAg. Laboratorio de Biologia Celular y Molecular 2017.
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Figura 3. Numero de hojas promedio en plantulas de Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pav “mashua” en la semana 4 de la micropropagacion en medio de
cultivo MS suplementado con NPsAg. Obtenido con la prueba de Kruskall -

Wallis a: 0.05. Laboratorio de Biologia Celular y Molecular 2017.
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Figura 4. Namero de nudos en plantulas de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav
“mashua” durante la micropropagacién en medio de cultivo MS suplementado

con NPsAg. Laboratorio de Biologia Celular y Molecular 2017.
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Figura 5. Numero promedio de nudos en plantulas de Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pav “mashua” en la semana 4 de la micropropagacion micropropagacion
en medio de cultivo MS suplementado con NPsAg. Obtenido con la prueba de

Kruskall - Wallis a: 0,05. Laboratorio de Biologia Celular y Molecular 2017.
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Figura 6. Tamafo de las plantulas en Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav
“mashua” durante la micropropagacion en medio de cultivo MS suplementado

con NPsAg. Laboratorio de Biologia Celular y Molecular 2017.
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Figura 7. Tamafo promedio de plantulas en Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav
“mashua” en la semana 4 de la micropropagacion in vitro en MS suplementado
con NPsAg. Obtenido con la prueba de Kruskall - Wallis a: 0,05. Laboratorio de
Biologia Celular y Molecular 2017.
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Figura 8. Numero de raices en plantulas de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav
“mashua” durante la micropropagacién en medio de cultivo MS suplementado

con NPsAg. Laboratorio de Biologia Celular y Molecular 2017.
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Figura 9. Namero promedio de raices en plantulas de Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pav “mashua” en la semana 4 de la micropropagacion micropropagacion
en medio de cultivo MS suplementado con NPsAg. Obtenido con la prueba de
Kruskall - Wallis a: 0,05. Laboratorio de Biologia Celular y Molecular 2017.
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Figura 10. Tamafio de raices en plantulas de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav
“mashua” durante la micropropagacién en medio de cultivo MS suplementado

con NPsAg. Laboratorio de Biologia Celular y Molecular 2017.
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Figura 11. Tamafio promedio de las raices en plantulas de Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pav “mashua” en la semana 4 de la micropropagacion en
medio de cultivo MS suplementado con NPsAg. Obtenido con la prueba de

Kruskall - Wallis a: 0,05. Laboratorio de Biologia Celular y Molecular 2017.
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Figura 12. Namero de hojas en Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav “mashua”
durante la micropropagacion en medio de cultivo MS suplementado con PTC® ™.

Laboratorio de Biologia Celular y Molecular 2017.
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Figura 13. Numero promedio de hojas en plantulas de Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pav “‘mashua” en la semana 4 de la micropropagacion en medio de
cultivo MS suplementado con PTC® ™. Obtenido con la prueba de Kruskall -
Walllis a: 0,05. Laboratorio de Biologia Celular y Molecular 2017.
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Figura 14. Namero de nudos en plantulas de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav
‘mashua” durante la micropropagacion en medio de cultivo MS suplementado

con PTC®*™. Laboratorio de Biologia Celular y Molecular 2017.
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Figura 15. Namero promedio de nudos en plantulas de Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pav “mashua” en la semana 4 a la micropropagacion en medio de cultivo
MS suplementado con PTC®*™. Obtenido con la prueba de Kruskall - Wallis a:
0,05. Laboratorio de Biologia Celular y Molecular 2017.
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Figura 16. Tamafio de las plantulas en Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav
“mashua” durante la micropropagacién en medio de cultivo MS suplementado
con PTC®*™. Laboratorio de Biologia Celular y Molecular 2017.
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Figura 17. Tamafio promedio de plantulas en Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav

‘mashua” en la semana 4 de la micropropagacion en medio de cultivo MS

suplementado con PTC®* ™. Obtenido con la prueba de Kruskall - Wallis a: 0,05.

Laboratorio de Biologia Celular y Molecular 2017.
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Figura 18. Namero de raices en Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav “mashua”
durante la micropropagacién en medio de cultivo MS suplementado con PTC®™.

Laboratorio de Biologia Celular y Molecular 2017.
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Figura 19. Numero promedio de raices en plantulas de Tropaeolum tuberosum

Ruiz & Pav “‘mashua” en la semana 4 de la micropropagacion en medio de

cultivo MS suplementado con PTC® ™. Obtenido con la prueba de Kruskall -

Wallis a: 0,05. Laboratorio de Biologia Celular y Molecular 2017.

39



6,00

5,00

>
o
o

TAMARNO DE LAS RAICES (cm)
w
o
o

»
o
s}

1,00

0,00
1 2 3 4

TIEMPO (SEMANAS)

CONCENTRACION

(.2 PPM e==20PPM 3.0 PPM

‘Figura 20. Tamafio de raices en Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav “mashua”
durante la micropropagacion en medio de cultivo MS suplementado con PTC®* ™.
Laboratorio de Biologia Celular y Molecular 2017.
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Figura 21. Tamafio promedio de raices en plantulas de Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pav “‘mashua” en la semana 4 de la micropropagacion en medio de
cultivo MS suplementado con PTC® ™. Obtenido con la prueba de Kruskall -
Walllis a: 0,05. Laboratorio de Biologia Celular y Molecular 2017.
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5.2. Comparacion de los productos sometidos a experimentacion (NPsAg y
PTC®™).

i

NPsAgI00  NPsAg20  NPsAg50  PTCO.2 PTC 2 PTC 3
Tratamiento

N°HOJAS

Figura 22. Namero promedio de hojas por tratamiento (NPsAg y PTC® ™

) en
plantulas de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav “mashua” en la semana 4 de la
micropropagacion. Obtenido con la prueba de Kruskall - Wallis a: 0,05.

Laboratorio de Biologia Celular y Molecular 2017.
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Figura 23. Namero promedio de nudos por tratamiento (NPsAg y PTC®* ™) en

plantulas de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav “mashua” en la semanas 4 de la
micropropagacion. Obtenido con la prueba de Kruskall - Wallis a: 0,05.

Laboratorio de Biologia Celular y Molecular 2017.
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Figura 24. Tamafio promedio de plantulas por tratamiento (NPsAg y PTC® ™

) en
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav “mashua” en las semana 4 de la
micropropagacion. Obtenido con la prueba de Kruskall - Wallis a: 0,05.

Laboratorio de Biologia Celular y Molecular 2017.
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Figura 25. Namero promedio de raices por tratamiento (NPsAg y PTC®* ™) en

plantulas de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav “mashua” en la semana 4 de la
micropropagacion. Obtenido con la prueba de Kruskall - Wallis a: 0,05.
Laboratorio de Biologia Celular y Molecular 2017.
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Figura 26. Tamafio promedio de raices por tratamiento (NPsAg y PTC®* ™) en

plantulas de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav “mashua” en la semana 4 de la
micropropagacion. Obtenido con la prueba de Kruskall - Wallis a: 0,05.

Laboratorio de Biologia Celular y Molecular 2017.

46



IV. DISCUSION

Efecto antimicrobiano in vitro de las NPsAg y PTC® ™ en la
micropropagacion de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav “mashua”

Existen muchas metodologias por las cuales se puede eliminar patégenos de
una planta, dentro de las cuales encontramos el uso de productos como las
NPsAg y el PTC? que a pesar de no ser muy utilizados, resultan ser muy

efectivos y lo demuestran varios autores®>®"®

, Sin embargo no existe un
protocolo que especifique la concentracion éptima o adecuada para el cultivo de
tejidos vegetales de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav “mashua”, en el cual se
debe aplicar esta técnica para ambos productos.

La hipotesis que se maneja acerca del mecanismo de accion de estos productos
sobre los microorganismos no han sido completamente dilucidados, aunque se
han presentado varios postulados. Entre éstos se pueden mencionar
perturbaciones en las funciones de la membrana celular (las cuales alteran la
permeabilidad y la respiracion celular), el ingreso de estos productos a la célula,
lo que genera una alteraciéon en las funciones de las proteinas y el ADN, o la
produccion de especies oxidativas debido a la presencia de nanoparticulas en el
interior de la célula en el caso de las NPsAg*®. No es sencillo realizar un analisis
comparativo de los datos de la bibliografia ya que la acciéon bactericida
dependerd de una amplia variedad de factores entre los que se pueden
mencionar: el tamafio, forma, composicion quimica, el recubrimiento y su carga
superficial potencial y la concentracion de los productos antimicrobianos
utilizados?®.

En la tabla 1 y 2, se muestra el seguimiento de los tratamientos (NPsAg vy del
PTC® ™) durante las semanas 1, 2, 3y 4 para probar el efecto antimicrobiano de
ambos productos, sobre los medios de cultivo y las plantulas desarrolladas, los

cuales mostrarén efectividad, con ausencia de microorganismos tanto hongos
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como bacterias. Estos medios de cultivo utilizados para el cultivo de tejidos
vegetales son muy ricos en carbohidratos, lo que los hace ideales para el
desarrollo de cualquier microorganismo®®, a pesar de ello no se observo algin
tipo de crecimiento microbiano en el medio de cultivo ni en las plantulas en
desarrollo. Para ambos casos esta inhibicion se podria atribuir a que tanto las
NPsAg y el PTC®* ™ se encuentran distribuidas y dispersos en todo el medio de
cultivo lo que hace casi imposible algin desarrollo microbiano, por lo que
también protegen a los explantes o plantulas desarrolladas en este medio.

En el caso de las NPsAg las concentraciones que se trabajaron en el presente
trabajo se tomaron como referencias trabajos realizados en otras especies

vegetales como “oliva” y “estevia”®®

, se tomé como punto de partida la mayor
concentracion maxima que fue 100 ppm y se fue disminuyendo esta
concentracion, ademas en ambos trabajos se utiliz6 una metodologia diferente a
la que se realiz6 en este trabajo, como fue sumergiendo los explantes durante
tiempos determinados o usando las NPsAg con otro producto antimicrobiano,
obtuviendo buenos resultados en cuanto a inhibicidon del crecimiento microbiano,
pero también inhibiendo el crecimiento de las plantulas, para lo cual se
determin6é que el crecimiento y porcentaje de supervivencia de las plantulas
depende de la concentracion de NPsAg al igual que estos autores.

T™
C3

Para el caso del PT , los antecedentes muestran trabajos en “papaya” y

“black velvet”’®

ambos trabajos no muestran a este producto como el Unico
antimicrobiano utilizado para contrarrestar la contaminacion, sino que buscan
una accion sinérgica con antibidticos como kanamicina, productos desinfectantes
como hipoclorito de sodio o la termoterapia, a pesar de ello no se obtienen
buenos resultados en cuanto la inhibiciébn microbiana, en nuestro caso obtuvimos
buenos resultados a pesar de aplicar una metodologia diferente y Gnicamente
usando este producto.

De esta manera con el presente trabajo estariamos cumpliendo con uno de los
principios béasicos para el cultivo de tejidos vegetales los cuales son: la eleccion
del explante; la eleccion del medio y condiciones de cultivo; y las condiciones
asépticas que es lo que nos atafie resaltar donde se menciona que para que el
cultivo de cualquier tejido vegetal prospere de la manera deseada, debe
excluirse del mismo a cualquier tipo de organismo contaminante, esto resulta
particularmente dificil debido a que los medios de cultivo empleados contienen

nutrientes Optimos y adecuados para muchos microorganismos
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Plantulas desarrolladas en medio de cultivo ms suplementado con NPsAg
En las Figura 2, Figura 4, Figura 6, Figura 8 y Figura 10 se muestran las
evaluaciones de las caracteristicas biométricas, para todos los tratamientos hubo
inhibicion de la contaminacion, la diferencia se evidencio, que el crecimiento o
desarrollo es mejor para la concentracion de 20 ppm, seguido de 50 ppm y el
gue muestra un deficiente desarrollo es la concentracion 100 ppm. También se
muestra las comparaciones realizadas entre los tratamientos 20, 50 y 100 ppm,
para lo cual podemos afirmar que entre las concentraciones 20 y 100 ppm existe
una diferencia significativa en todas las evaluaciones de las caracteristicas
biométricas de las plantulas, no es el caso para la comparacion de las
concentraciones 50 ppm y 100 ppm las cuales muestran una clara cercania en
las caracteristicas biométricas que corresponden al himero de hojas y niumero
de nudos, pero esta aproximacién no es tan cercana para las caracteristicas
biométricas del tamafio de plantula, nUmero de raiz y tamafio de raices.
Plantulas desarrolladas en medio de cultivo ms suplementado con PTC®*™.
En las Figura 12, Figura 14, Figura 16, Figura 18 y Figura 20 se muestran las
evaluaciones de las caracteristicas biométricas, para todos los tratamientos hubo
inhibicion de la contaminaciéon en un 100%, la diferencia se evidencia en que el
crecimiento o desarrollo es mejor para la concentracién de 0.2 ppm, seguido de
2.0 ppm y el que muestra un deficiente desarrollo es la concentracion 3.0 ppm.
Para el caso de los medios de cultivo de MS con PTC® ™ se muestran
comparaciones entre las concentraciones 0.2 ppm, 2.0 ppm, 3.0 ppm, donde
entre las concentraciones 0.2 ppm y 3.0 ppm se puede observar una clara
diferencia entre las caracteristicas biométricas de niumero de raices y tamafio de
raices, por otro lado no existe tanta proximidad de las concentraciones.
Comparacion de los tratamientos (NPsAg y PTC?)

En las Figuras 22, Figura 23, Figura 24, Figura 25 y Figura 26, se muestra las
comparaciones del desarrollo de las caracteristicas biométricas de ambos
tratamientos sometidos a experimentacion, en donde se muestra que el mejor
tratamiento fue el PTC? con la concentracion 0.2 ppm, todas las plantulas que
crecieron a con este producto y a esta concentracion, mostraron buenas
caracteristicas biométricas. En segundo lugar con un menor desarrollo se
encuentran el tratamiento con NPsAg a 20 ppm, 50 ppm y PTC® a 2.0 ppm, y en

el dltimo lugar se muestra al tratamiento con NPsAg a 100 ppm y PTC® a 3.0
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ppm no mostrando un desarrollo 6ptimo de las plantulas, reducido tamafio, no
presentaron raices y se necrosaron.

Segun los resultados obtenidos, se pudo concluir, que tanto las nanoparticulas
de plata asi como el PTC® ™ | pueden ser empleados eficientemente en la
esterilizacion quimica de los medios de cultivos solidos para la micropropagacion
in vitro de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav., debido a que no solo fue capaz
de controlar los contaminantes, sino que la aplicacién de estos productos trajo
consigo una serie de ventajas, como fue la posibilidad de utilizar ambos
productos como conservadores de plantulas en medios de cultivo in vitro, debido
a que se observd que a mayor concentracion de ambos productos retarda el
crecimiento de las plantulas mas no las mata, estas mismas al ser subcultivadas
en un medio de cultivo sin estos productos (NPsAg y PTC® mostraron un
desarrollo normal sin algun retardo en el crecimiento por lo que se evidencia que
este retardo no es definitivo. Por otro lado se simplificé el proceso de
autoclavado, no se requiri6 en lo absoluto este equipo, por lo que se ahorrd
tiempo, debido a que inmediatamente después de la preparacion del medio de
cultivo suplementado con estos productos se puede iniciar el proceso de la
micropropagacion, ademas se pudo realizar en condiciones no estériles.
Adicionalmente las Figuras 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 se muestra que a
medida que se incrementa la concentracion de NPsAg y PTC® es mayor el
retardo del crecimiento normal de las plantulas, ya no existe desarrollo de las
raices por lo que posteriormente el explante muere, entonces se puede afirmar
para nuestro experimento que al trabajar con concentraciones superiores a 50
ppm de NPsAg y 0.2 ppm de PTC? no obtendremos buenos resultados, sin
embargo esto no se puede generalizar para otros cultivos sin previos estudios.
La presencia de bacterias endégenas hace que resulte de mayor importancia
someter los explantes a un pretratamiento y aplicar antibiéticos al medio de
cultivo. Un tratamiento con fungicidas y bactericidas previos al cultivo puede
ayudar de manera significativa a reducir la contaminacion por parte de estos
patdgenos.”* Sin embargo en el presente trabajo no se evidencié algun tipo de
contaminacién por microorganismo durante las 4 semanas a la micropropagacion
por lo que este comportamiento nos permitié afirmar que estos productos tanto
las NPsAg como el PTC® actian también frente a los microorganismos
denominados enddgenos, por lo que no quedo algin remanente de

contaminacién microbiana.
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Los antibidticos se usan para reducir, eliminar o controlar los microorganismos
gue causan contaminacion en los explantes in vitro. Sin embargo no existe
antibiético que sea capaz de actuar sobre todo tipo de microorganismos, por lo
cual es de suma importancia seleccionar con aditivo antimicrobiano que se vaya
a aplicar. También se tiene que considerar que el antibiético a utilizar sea soluble
en el medio de cultivo, no se vea afectado por cambios en el pH.*®

El porcentaje de necrosamiento en los tratamientos 100 ppm de NPsAg y 3 ppm
de PTC?® fue alta por lo que se podria afirmar que existen diferencias
significativas entre tratamientos.

El alto necrosamiento de los explantes puede deberse a las altas
concentraciones de ambos productos, una mala introduccion dentro del medio
de cultivo, oxidacién espontanea o heridas previas del explante . La viabilidad
de los explantes esta directamente relacionada con el necrosamiento, ya que la
viabilidad se evalUa en los explantes que no se encuentran contaminados. Por lo
tanto mientras mas bajo sea el porcentaje de necrosamiento, mayor sera la
viabilidad de los explantes. Todo el trabajo realizado tiene la finalidad de eliminar
los microorganismos del explante, sin embargo también tiene que garantizar la
viabilidad del tejido y su capacidad de regeneracion que por lo general son
afectados por factores como la temperatura, la concentracion y tiempo de
exposicion al agente desinfectante. *°

La micropropagacion de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav “mashua” evidencia
mayores ventajas frente a las técnicas convencionales de propagacion debido a
que se puede multiplicar plantas libre de contaminantes, como sabemos las
enfermedades de las plantas reducen el rendimiento y la calidad de las mismas,
llevando en algunos casos a la muerte de la planta. Curar a la planta toma
mucho tiempo en muchos casos y es dificil por lo que es preferible tener un
cultivo limpio desde el inicio, de esta manera podemos obtener semillas de
mashua libres de patdgenos para distribuirlos a aquellos productores de este
tubérculo. También podemos mencionar que gracias a la micropropagacion
podremos tener a nuestra disposicion durante todo el afio grandes cantidades de

plantulas de mashua para realizar diferentes experimentos con esta especie.
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VI. CONCLUSIONES

Las nanoparticulas de plata a concentraciones de 20, 50 y 100 ppm vy el

inhibidor quimico de contaminaciéon PTC® ™

a concentraciones de 0.2, 2.0y
3.0 ppm, suplementados en el medio de cultivo (MS), presentaron un
potente efecto antimicrobiano en la micropropagacion de Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pav “mashua”.

No se observé algun crecimiento microbiano de bacterias y/o hongos en el
medio de cultivo (MS) para la micropropagacion de la “mashua” durante las
cuatro semanas de evaluacion subsiguientes a la micropropagacion de
“mashua”.

Las concentraciones de 20 ppm de NPsAg y 0.2 ppm de PTC® ™
suplementado en el medio de cultivo MS para la micropropagacion de
“mashua”, mostraron las mejores caracteristicas biométricas en el desarrollo
de las plantulas.

En la micropropagacion de la “mashua”, los medios de cultivo MS
suplementado con PTC?® ™, muestran un mejor desarrollo de sus plantulas,

respecto a los medios de cultivo MS suplementados con NPsAg.
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VIl. RECOMENDACIONES

La técnica de la micropropagacion in vitro, es una técnica ya estandarizada
en forma general, por lo que se deberia hacer algunos ensayos previos para
la modificacién de algunos puntos en el protocolo existente, debido a que
todas las plantas presentan diferentes tipos de microorganismos de acuerdo
del lugar de donde provienen.

El presente trabajo de investigaciébn permiti6 determinar la capacidad
antimicrobiana de las nanoparticulas de plata y el PTC®* ™, la cual existe
indudablemente en todas las concentraciones sometidas a experimentacion,
pero se debe tener en cuenta que a mayor concentracion inhibe el buen
desarrollo de las plantulas, por lo que se debe experimentar a
concentraciones inferiores a 20 ppm y 0.2 ppm de nanoparticulas de plata y
del PTC®*™ respectivamente.

Realizar pruebas de citotoxicidad y genotoxicidad antes de llevar estas

plantulas a campo para fines de consumo humano.
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Anexo 1. Pruebas de normalidad para los tratamientos de MS suplementado

con NPsAg.
PRUEBAS DE NORMALIDAD
CONCENTRACION Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
- PPM Estad gl Sig. Estadisti gl Sig.
istico co
N° HOJAS 20 ppm ,225 30 ,000 ,908 30 ,013
50 ppm ,236 30 ,000 ,895 30 ,006
100 ppm ,205 30 ,002 918 30 ,024
N° 20 ppm ,219 30 ,001 ,902 30 ,009
NUDOS 50 ppm 314 30 ,000 824 30 ,000
100 ppm 277 30 ,000 ,837 30 ,000
TAMARO 20 ppm 125 30 200 947 30 144
PLANTUL 50 ppm ,142 30 ,129 ,950 30 ,166
A 100 ppm 180 30 014 1945 30 126
N° RAIZ 20 ppm ,283 30 ,000 ,843 30 ,000
50 ppm ,292 30 ,000 ,783 30 ,000
100 ppm ,180 30 ,014 ,886 30 ,004
TAMANO 20 ppm ,184 30 ,011 ,886 30 ,004
APROX. 50 ppm ,201 30 ,003 ,868 30 ,001
100 ppm , 159 30 ,051 ,881 30 ,003

*, Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.

a. Correccion de significacién de Lilliefors
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Anexo 2: Prueba de ANOVA para el tamafio de plantulas que crecieron en

medio de cultivo MS suplementado con NPsSAg.

ANOVA
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter- 7,845 2 3,922 8,951 ,000
grupos
Intra- 38,124 87 ,438
grupos
Total 45,969 89
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Anexo 3. Comparaciones mdultiples entre tratamientos para el tamafio de

plantulas que crecieron en medio de cultivo MS suplementado con NPsAg.

TUKEY
HSD de Tukey®
CONCENTRACION N Subconjunto para alfa =
PPM 0.05

1 2

100 ppm 30 2,4933
50 ppm 30 3,0400
20 ppm 30 3,1767
Sig. 1,000 ,704

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

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 30.000.
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Anexo 4. Pruebas no paramétricas de las caracteristicas biométricas que no
poseen normalidad en los tratamientos con NPsAg.
PRUEBAS NO PARAMETRICAS

CONCENTRACION N Rango
PPM promedio

N° HOJAS 20 ppm 30 53,75
50 ppm 30 48,05
100 ppm 30 34,70
Total 90

N° NUDOS 20 ppm 30 53,38
50 ppm 30 50,22
100 ppm 30 32,90
Total 90

N° RAIZ 20 ppm 30 52,22
50 ppm 30 47,23
100 ppm 30 37,05
Total 90

TAMANO 20 ppm 30 61,38

APROX. 50 ppm 30 45,58
100 ppm 30 29,53
Total 90
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Anexo 5. Estadisticos de contraste®® de aquellas caracteristicas biométricas sin

normalidad en los tratamientos con NPSAg.

KRUSKAL-WALLIS

Ne N° Ne TAMANO
HOJAS NUDOS RAIZ APROX.
Chi- 8,791 11,298 5,769 22,363
cuadrado
gl 2 2 2 2
Sig. asintot. ,012 ,004 ,056 ,000

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacién: CONCENTRACION PPM

Anexo 6. Prueba de kruskall Wallis del nUmero de hojas del tratamiento con
NPsAg.

Rangos
CONCENTRACION PPM N Rango
promedio
N°HOJAS 20 ppm 30 53,75
50 ppm 30 48,05
100 ppm 30 34,70
Total 90

Anexo 7. Estadisticos de prueba®” del nimero de hojas en los tratamientos con
NPsAg.

KRUSKAL-WALLIS
Chi-cuadrado 8,791
gl 2
Sig. asintotica ,012

a. Prueba de Kruskal Wallis
b. Variable de agrupacion:
CONCENTRACION PPM
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Anexo 8. Prueba de Bonferroni del nUmero de hojas en los tratamientos con
NPsAg.

$comparison
Difference pvalue sig. LCL UCL
20 - 50 5.70 1.0000 -9.759415 21.15941
20 - 100 19.05 0.0103 * 3.590585 34.50941
50 - 100 13.35 0.1137 -2.109415 28.80941

Anexo 9. Prueba de kruskall Wallis del nimero de nudos en los tratamientos con
NPsAg.

Rangos
CONCENTRACION PPM N Rango
promedio
N° NUDOS 20 ppm 30 53,38
50 ppm 30 50,22
100 ppm 30 32,90
Total 90

Anexo 10. Estadisticos de prueba*® para el nimero de nudos en los

tratamientos con NPSAg.

KRUSKAL-WALLIS

prueba®®

Chi-cuadrado 11,298
gl 2
Sig. asintética ,004

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion:
CONCENTRACION PPM
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Anexo 11. Prueba de Bonferroni para el nimero de nudos en los tratamientos

con NPsAg.
$comparison
Difference pvalue  sig. LCL UCL
20 -50 3.166667 1.0000 -11.969171  18.30250
20-100 20.483333 0.0042 * 5.347495 35.61917
50 - 100 17.316667 0.0193 * 2.180829 32.45250

Anexo 12. Prueba de kruskall Wallis del nUmero de raices en los tratamientos

con NPsAg.
Rangos
CONCENTRACION PPM N Rango
promedio
N° 20 ppm 30 52,22
RAIZ 50 ppm 30 47,23
100 ppm 30 37,05
Total 90

Anexo 13. Estadisticos de prueba®” para el nimero de raiz en los tratamientos

con NPsAg.

KRUSKAL-WALLIS

Chi-cuadrado 5,769
gl 2
Sig. asintodtica ,056

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion:
CONCENTRACION PPM

69



Anexo 14. Prueba de Bonferroni para el nUmero de raiz en los tratamientos con
NPsAg.

$comparison
Difference pvalue sig. LCL UCL
20 - 50 4.983333 1.0000 -10.3869930 20.35366
20-100 15.166667 0.0543 . -0.2036597  30.53699
50 - 100 10.183333 0.3283 -5.1869930 25.55366

Anexo 15. Prueba de kruskall Wallis el tamafio de raices en los tratamientos

con NPsAg.
Rangos
CONCENTRACION PPM N Rango
promedio
TAMANO 20 ppm 30 61,38
APROX. 50 ppm 30 45,58
100 ppm 30 29,53
Total 90

Anexo 16. Estadisticos de prueba®® del tamafio aproximado de las raices en los
tratamientos con NPsAg.

KRUSKAL WALLIS

Chi-cuadrado 22,363
gl 2
Sig. asintética ,000

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion:
CONCENTRACION PPM
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Anexo 17. Prueba de Bonferroni del tamafio aproximado de las raices en los

tratamientos con NPSAg.

$comparison
Difference pvalue sig. LCL UCL
20 - 50 15.80 0.0264 * 1.410806  30.18919
20 - 100 31.850.0000  *** 17.460806 46.23919
50 - 100 16.05 0.0235 * 1.660806 30.43919

Anexo 18. Pruebas de normalidad realizadas a los datos obtenidos en los
tratamientos con PTC*
Pruebas de normalidad
CONCENTRACI Kolmogorov-Smirnov?® Shapiro-Wilk
ON PPM Estadi gl Sig. Estadi gl Sig.
stico stico
N°HOJAS ,20 ,143 30 ,122 ,932 30 ,056
2,00 , 159 30 ,050 ,942 30 ,103
3,00 , 176 30 ,019 ,897 30 ,007
N°NUDOS ,20 , 156 30 ,061 ,944 30 ,120
2,00 , 157 30 ,056 ,951 30 ,181
3,00 , 167 30 ,033 ,928 30 ,044
TAMARNO ,20 ,121 30 200" ,938 30 ,082
PLANTULA 2,00 ,144 30 , 114 ,950 30 ,165
3,00 , 170 30 ,027 ,929 30 ,046
N°RAIZ ,20 , 197 30 ,004 ,902 30 ,010
2,00 ,251 30 ,000 ,801 30 ,000
3,00 312 30 ,000 ,753 30 ,000
TAMANO ,20 , 195 30 ,005 ,903 30 ,010
APROX. 2,00 ,241 30 ,000 ,814 30 ,000
3,00 ,263 30 ,000 , 746 30 ,000

a. Correccion de la significacion de Lilliefors

*, Este es un limite inferior de la significacion verdadera.
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Anexo 19. ANOVA de un factor para el nimero de hojas en los tratamientos con
PTC*

ANOVA
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter- 169,356 2 84,678 31,672 ,000
grupos
Intra- 232,600 87 2,674
grupos
Total 401,956 89

Anexo 20. Comparaciones multiples para el nimero de hojas en los tratamientos
con PTC®.

N°HOJAS

HSD de Tukey?
CONCENTRACION N Subconjunto para alfa =
PPM 0.05

1 2 3
3,00 30 4,0333
2,00 30 5,3333
,20 30 7,3667
Sig. 1,000 1,000 1,000

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

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 30.000.
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Anexo 21. ANOVA de un factor para el nimero de hojas en los tratamientos con

PTC?.
ANOVA
Sumade gl Media F Sig.

cuadrados cuadratica
Inter- 201,867 2 100,933 35,837 ,000
grupos
Intra- 245,033 87 2,816
grupos
Total 446,900 89

Anexo 22. Comparaciones multiples entre tratamientos para el numero de hojas

en los tratamientos con PTC*

N°NUDOS
HSD de Tukey®
CONCENTRACION N Subconjunto para alfa = 0.05
PPM

1 2 3

3,00 30 3,2333
2,00 30 4,9667
,20 30 6,9000
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armdnica = 30.000.
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Anexo 23. ANOVA de un factor para el tamafio de plantula en los tratamientos
con PTC®.

Sumade gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Inter- 80,761 2 40,380 32,291 ,000
grupos
Intra- 108,795 87 1,251
grupos
Total 189,556 89

Anexo 24. Comparaciones multiples entre tratamientos para el tamafio de

plantulas en los tratamientos con PTC*
TAMANO PLANTULA

HSD de Tukey®

CONCENTRACION N Subconjunto para alfa =
PPM 0.05

1 2
3,00 30 1,9067
2,00 30 2,4433
,20 30 4,1300
Sig. ,157 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 30.000.
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Anexo 25. Prueba de Kruskall Wallis del nimero de raices en los tratamientos
con PTC®.

Rangos
CONCENTRACIO N Rango
N PPM promedio
N°RAIZ 0.2 ppm 29 63,16
2.00 ppm 30 37,82
3.00 ppm 30 34,63
Total 89

Anexo 26. Estadisticos de contraste®” del nimero de raices en los tratamientos
con PTC®.

N° RAIZ
Chi-cuadrado 23,288
al 2
Sig. asintot. ,000

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacion:
CONCENTRACION PPM
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Anexo 27. Prueba de Bonferroni del nimero de raices en los tratamientos con

PTC3.

$comparison
Difference  pvalue sig. LCL UCL
02-2 20.69425 3e-04 % 8.305454 33.08305
02-3 41.09425 0e+00 *k - 28.705454 53.48305
2-3 20.40000 3e-04 ¥k 8.116640 32.68336

Anexo 28. Prueba de Kruskall Wallis para el tamafio de raices en los

tratamientos con PTC®.

Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter- 414,180 2 207,090 76,191 ,000
grupos
Intra- 236,470 87 2,718
grupos
Total 650,650 89
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Anexo 29. Estadisticos de contraste®” del tamafio de raices en los tratamientos
con PTC®.

TAMANO APROX.

HSD de Tukey®

CONCENTRACION N Subconjunto para alfa =
PPM 0.05

1 2
3,00 30 ,4000
2,00 30 ,5700
,20 30 5,0333
Sig. 916 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 30.000.

Anexo 30. Prueba de Bonferroni del nimero de raices en los tratamientos con
PTC®.

$comparison
Difference pvalue sig. LCL UCL
0.2-2 32.952874 0 ok 20.73865 45.16709
0.2-3 37.019540 0 rrk 24.80532 49.23376
2-3 4.066667 1 -8.04360 16.17693
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Anexo 31. Sonicador utilizado para para disolver las Nanoparticulas de plata en

el medio de cultivo MS.
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Anexo 32: Composicion y preparacion del Medio Murashige Y Skoog.

COMPOSICION Y PREPARACION DEL
MEDIO MURASHIGE Y SKOOG
Constituyente

Concentracion de la
Solucién madre

(g/L)

Macronutrientes

NH4NO; 16,5
KNO; 19
CacCl,.2H,0 4,4
MgSO,.7H,0 3,7
KH,PO, 1,7
Micronutrientes

MnSO,4.H,O 1,69
ZnS0,.7H,0 0,86
H;BO; 0,62
Kl 0,083
Na,Mo0O,4.2H,0 0,025
CuS0,.5H,0

10 ml de solucién 25 mg/100 ml

CoCl,.6H,0

10 ml de solucién 25 mg/100 ml

Fuente de hierro

FeS0,.7H,0 0,00556
Na,EDTA.2H,0 0,00746
Vitaminas

Inosol 10
Nicotinico 0,05
HCI-Piridoxina 0,05
Glicina 0,2
HCI-Tiamina 0,01

Agregar 3% de sacarosa y 0.7% de agar agar.
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Anexo 33: Planta de Tropaeolum tuberosum “mashua”.

Anexo 34: Plantulas de Tropaeolum tuberosum “mashua” in vitro en medio de

cultivo MS suplementado con nanoparticulas de plata a 20 ppm.
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Anexos 35. Matriz de consistencia

TITULO PROBLEMA OBJETIVO MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
Efecto ¢Cuél sera el Objetivo general: Antecedentes Ho: Las nanoparticulas Variable Poblacion:
antimicrobiano in efecto Determinar el efecto antimicrobiano in Nanoparticulas con de plata plata y el independiente Tropaeolum  tuberosum
vitro de antimicrobiano in vitro de nanoparticulas de plata e capacidad inhibidor quimico de - Concentracion de Ruiz & Pav “mashua’
nanoparticulas vitro de inhibidor quimico de contaminacion microbiocida contaminaciéon  PTC® Nano particulas de Tipo de investigacion:
de plata e nanoparticulas PTC* ™ en la micropropagacion de Nanoparticulas de ™ disminuyen plata Basica — experimental
inhibidor quimico de plata e Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav plata significativamente  la -Concentracion del Andlisis estadistico.

de contaminacion
PTC® ™ en la
micropropagacio
n de Tropaeolum
tuberosum Ruiz
& Pav “mashua”
- Ayacucho
2016.

inhibidor quimico
de
contaminacion
PTC® ™ en la
micropropagacio
n de Tropaeolum
tuberosum Ruiz
& Pav “mashua”?

“mashua” — Ayacucho 2016.

Objetivos especificos

- Determinar la concentracion optima de
nanoparticulas de plata en la
micropropagacion de  Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pav “mashua”

- Determinar la concentracion optima
del inhibidor quimico de contaminacion
PTC*™ de micropropagacion de
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav
“mashua”

-  Comparar de la
antimicrobiana de  los
sometidos a estudio
-Evaluar la influencia de nanoparticulas

capacidad
métodos

de plata y del inhibidor quimico de
contaminacion PTC® ™ en las
caracteristicas biométricas de las

plantulas obtenidas in vitro.

Inhibidor quimico de
neutralizacion PTC?
(Plant tissue culture
control

contamination)
Influencia de las
nanoparticulas  de

plata en la mitosis
Descripcion boténica

de Tropaeolum
tuberosum Ruiz &
Pav “mashua”

morfotipo MAC 003

contaminacién durante
la  micropropagacion
in vitro de Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pav
“‘mashua” y mejoran
las caracteristicas
biométricas.

Hi: No existe efecto
antimicrobiano in vitro
de nanoparticulas de

plata e inhibidor
guimico de
contaminacion PTC®* ™
en la
micropropagacion de
Tropaeolum

tuberosum Ruiz & Pav
“mashua”

inhibidor quimico de
contaminacién PTC?
™

Variable
dependiente
-Porcentaje
contaminacion.
-Caracteristicas
biométricas

de

El disefio experimental
serd aleatorio con diez
explantes por tratamiento
y treinta repeticiones, con
los datos se realizaran un

andalisis de varianza
(ANVA)  con arreglo
factorial y una

comparacion de medias
con la prueba de Tukey

(p=0.05) utilizando el
programa estadistico
SPSSv.11.5.
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