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RESUMEN

El sistema de inmersién temporal es una herramienta que permite obtener
plantulas de calidad en un espacio reducido, en un menor tiempo y a gran escala.
Con el objetivo de obtener microtubérculos de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav.
“mashua” en sistema de inmersion se utilizé plantulas in vitro del morfotipo mashua
andina caracterizada (MAC) 003 proveniente de la localidad de Yaruca, Distrito de
Vinchos, que se conservan en el laboratorio de Biologia Celular y Molecular. Las
plantulas fueron propagadas en medio Murashige & Skoog (MS) suplementado
con 3% de sacarosa, a un pH de 5.6 y 3% de agar. Transcurrido 30 dias de cultivo
en medio MS semisolido fueron transferidas a un matraz erlenmeyer con 100 mL
de medio MS liquido. Posteriormente, los explantes de mashua con un promedio
aproximado de 10 cm. de tamafio fueron transferidas a los envases del sistema
de inmersiéon temporal que contenia 200 mL de medio MS liquido suplementado
con 8% de sacarosa y 2 ppm de benzilamino purina (BAP), para este proceso se
utilizaron 20 plantulas por envase con dos repeticiones incubando por 10 semanas
en oscuridad completa. Ademas, se experimentd dos tiempos de frecuencia de
inmersion: cada 3 horas por 2 minutos y cada 5 horas por 2 minutos. Los
resultados en la frecuencia de cada 3 horas por 2 minutos, se obtuvieron un
promedio de 1cm de tamafio y 0,09 g de peso y en la frecuencia de cada 5 horas
por 2 minutos con medidas de 0,86 cm en tamafio y 0,09 g en peso de los
microtubérculos de mashua. El sistema de inmersion temporal es la mejor
estrategia para micropropagacién como para la obtencién de microtubérculos de
mashua de calidad.

Palabras claves: Microtubérculos, sistema de inmersién temporal, mashua
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l. INTRODUCCION

El Peru es poseedor de gran diversidad de raices y tuberosas andinas: papa, oca,
olluco y la mashua. Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” es un tubérculo
originario de los Andes, tiene la particularidad de crecer en suelos pobres y a
mayores altitudes que los otros cultivos; es un recurso milenario de los andes y
una especie promisoria, que constituye un recurso con un valor alimenticio y
medicinal de las generaciones presentes y futuras. La mashua presenta un
conjunto de caracteristicas, tanto en tamafio, forma y color que es producto del
desarrollo fisiol6gico regulado por el ambiente. El desarrollo del tubérculo es
influenciado por bacterias, hongos y virus que influyen negativamente en la
produccién de la mashua. Frente a esta problematica existe una estrategia de
propagacion mas rapida y eficiente que permite la obtencion de plantulas de
calidad en un espacio controlado, reducido y con la ventaja de producir gran
cantidad de plantulas en cualquier época del afo libres de patégenos. La otra
estrategia de propagacion in vitro constituye la propagacion por sistema de
inmersién temporal, que fue desarrollado con la finalidad de producir plantulas y
semillas de calidad, utilizando frascos como pequefios bioreactores con mayor
eficiencia, calidad y reduccion de los costos, comparado con la técnica de
micropropagacion. Existen muchos reportes sobre el uso de esta técnica para
obtencién de plantulas desde herbaceas hasta lefiosas en diferentes partes del
mundo y fundamentalmente con fines comerciales. El sistema de inmersién
temporal (SIT), también se estd empleando para la propagacion de
microtubérculos de papa, olluco, oca y una en el presente trabajo en la mashua.
El sistema tiene la ventaja de favorecer el crecimiento de las plantas como en el
proceso de tuberizacién in vitro con un control del ambiente y obtener como
resultado el crecimiento de los microtubérculos, influenciado por una adecuada
renovacion del aire interno del frasco de cultivo. El objeto de la investigacion fue

evaluar el efecto del tiempo de inmersion con la interaccion de BAP y sacarosa



determinados en un tiempo de 10 semanas, para la obtencién de microtubérculos

de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav., en el sistema de inmersion temporal.

Objetivo general

Obtener microtubérculos del morfotipo MAC003 de Tropaeolum tuberosum Ruiz &

Pav. “mashua” en sistema de inmersion temporal.

Objetivos especificos

1. Estandarizar el sistema de inmersion temporal para la obtencion de
microtubérculos de mashua.

2. Determinar el tiempo 6ptimo de inmersién temporal para la obtencion de
microtubérculos de mashua.

3. Evaluar el medio Murashige & Skoog suplementado con BAP y sacarosa para

la obtenciéon de microtubérculos de mashua.



II.  MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Verastegui’, logré la induccién de tubérculos in vitro en Tropaeolum tuberosum
“‘mashua” empleando como medio basico el Murashige & Skoog (MS)
suplementado con BAP, CCC (Cloruro de clorocolina) y sacarosa en condiciones
de oscuridad y temperaturas bajas.

Okazawa?, en mecanismo de tuberizacion reportd que el trabajo bajo condiciones
de esterilidad habia obtenido tubérculos de papay la formacién de éstos esta en
relacion con la concentracion de sacarosa. Asi mismo, indica que no obtuvo
tubérculos in vitro a partir de las yemas apicales, pero si de las yemas intercalares.
En las yemas apicales se encontr6 mayor cantidad de auxinas y baja actividad de
IAA oxidase (acido indol acético) con respecto a los segmentos de tallo con las
yemas intercalares. Se utilizaron cinco frascos por tratamiento y en el frasco
inferior de cada sistema se adicion6 225 ml de medio de cultivo de multiplicacion.
El medio de cultivo de multiplicacién, contenia sales inorganicas Murashige y
Skoog (1962) (MS), mio-inositol (100 mg I-1), sacarosa (30 g I-1) y 6-BAP (3.0 mg
I-1).

Hussey y Stacey?, trabaj6é con tubérculos in vitro de papa y explica que el BAP
(benzil amino purina) tiene un efecto promovedor de tuberculillos, el cual es mayor
en dias cortos que en dias largos. Si bien la tuberizacion es promovida en menor
proporcién por el CCC su aplicacién refuerza los efectos del BAP induciendo la
formaciéon temprana de tubérculos. Asi también observaron que la tuberizacion
tenia lugar sin la aplicacion de hormonas, pero tardaba mas, en especial si era
bajo condiciones de dias largos. Esto comprueba que el acido abscisico tuvo un
pequefio efecto en la promocion de la tuberizacién en un tiempo corto.

Elizalde* et. al., en tuberizacién de melloco, reportan haber obtenido tubérculos in
vitro de oca utilizando el medio Murashige & Skoog suplementado con BAP y altas

concentraciones de sacarosa. Para ello el cultivo en inmersién temporal (SIT)



puede constituir una alternativa de micropropagacion, para obtener semilla de alta
calidad, para la observacion del resultado de esta alternativa se determiné el
efecto de dos sistemas de cultivo: semi-automatizados SIT y sistema de inmersion
constante con aireacion mediante burbujeo continuo en el medio de cultivo (SIC)
en la fase de multiplicacion de los brotes de yemas axilares. Los resultados
permitieron demostrar la superioridad en la eficiencia del SIT respecto al SIC en
la multiplicacion de los brotes. Los brotes de yemas axilares cultivados en este
sistema de cultivo mostraron los mejores resultados en la multiplicacién respecto
al SIC y el sistema de cultivo estatico con renovacion pasiva de la atmosfera
interna. Con las condiciones de cultivo creadas en el sistema de inmersion
temporal para la multiplicacién in vitro de los brotes de yema axilares se lograron
los mas altos coeficientes de multiplicacion. El uso de este sistema de cultivo in
vitro, posibilitard incrementar los coeficientes de multiplicacibn en la
micropropagacion para la produccion de semilla en este género como en otras
plantas de importancia industrial y alimentaria.

Agramonte® et al., mencionan en los métodos biotecnolégicos para produccion de
semilla de papa que: la papa se propaga asexualmente mediante tubérculos o a
través de semilla botanica. Por ello, es propenso a la infeccibn acumulativa por
microorganismos, lo cual provoca afectaciones en los rendimientos, la calidad
comercial de los tubérculos y el intercambio de germoplasma. En los programas
de produccion de semilla, la aplicacién de técnicas de cultivo in vitro, combinadas
con el diagnéstico y saneamiento de los principales patdgenos del cultivo ha
contribuido a incrementar su eficiencia; en lo cual se utilizé la técnica del sistema
de inmersion temporal y refieren que la etapa de induccion de la tuberizacion in
vitro se utiliz6 un medio de cultivo Murashige & Skoog, complementado con
0.5mg.l-1 de tiamina, 100mg.l-1 de myoinositol y 2.0% de sacarosa con pH
ajustado a 5.7, incrementandose solamente la concentracién de sacarosa hasta
un 8.0%, previo a la esterilizacion para detectar posibles contaminantes presentes
en el cultivo.

Koda® et. al., en induccion de tubérculo de papa, demostraron que, bajo ciertas
condiciones, el acido salicilico y &cidos acetilsalicilico puede inducir tuberizacién
in vitro. Estos compuestos ejercen funciones reguladoras en los niveles
hormonales y la interaccién con otras hormonas, para la induccién de tuberizaciéon
de papa, el cual reportan una tasa mas rapida de microtuberizacién acompafada

de una senescencia temprana de las plantulas por efecto de la oscuridad. A



medida que se incrementd la concentracion de sacarosa se agregod en
combinaciéon con 0 y 1 mg |-1 de BAP, también se incrementd la media de
microtubérculos por planta. Unicamente en el medio que contenia 1 mg I-1 de BAP
con 110 g I-1 de sacarosa la media de microtubérculos por planta alcanz6é una
media de 1.

Pérez’ et. al., reportan que se disefié una unidad de inmersién temporal con el
objetivo de lograr a gran escala la produccion de tubérculos in vitro de papa como
una via alternativa para la produccién de semilla. Se alcanz6 un promedio de 2.6
tubérculos in vitro por planta con promedios de peso fresco de 1.27g y de diametro
de 11.4mm. Se obtuvo sélo un 2.9% de tubérculos in vitro con un calibre menor
de 4.0mm, mientras que el 78.1% correspondi6 al calibre superior a 7.0mm. Los
tubérculos de mayor tamafio presentaron 100% de conservacion durante nueve
meses y fue posible su plantacion en campo sin necesidad de una etapa previa a
la aclimatizacién. Los resultados en condiciones de campo permitieron observar
que las plantas obtenidas de los tubérculos in vitro presentaron una altura
promedio de 22.77cm y 1.51 tallos por planta, mientras que en las plantas in vitro
los valores fueron de 15.32cm y 1.16 respectivamente. Después de cosechados
ambos tratamientos, no se observo diferencias estadisticamente significativas en
cuanto al niumero de minitubérculos por planta. Sin embargo, los procedentes de
tubérculos in vitro a campo, presentaron valores estadisticamente superiores en
cuanto al peso y diametro de los mismos con respecto a los tubérculos obtenidos
de las plantas in vitro (laboratorio).

Pérez8 et. al., explica que los sistemas de inmersién temporal reducen algunos de
los problemas que se presentan en los cultivos permanentes en medio de cultivo
liquido estatico, como son la pobre calidad del propagulo y la necesidad de tener
que subcultivarlos en medio de cultivo semisélido para el posterior crecimiento y
enraizamiento. También permite el intercambio bidireccional de las plantas con el
medio ambiente. En este sistema la renovacion de gases dentro del frasco de
cultivo favorece el crecimiento y desarrollo de los brotes. Estos sistemas de
inmersion temporal estimulan tanto el crecimiento de las plantas in vitro como el
proceso de tuberizacién, en papa se ha logrado incrementar el nimero de
tubérculos formados en un sistema con dos frascos de cultivo; los microtubérculos
que se obtienen presentan el doble de la masa fresca y seca que los
microtubérculos formados en sistemas de cultivo donde no se logra una adecuada

renovacion de la atmoésfera interna del frasco de cultivo.



Segun Montoya?® et. al., se han desarrollado varias técnicas para la produccién de
microtubérculos in vitro. Entre ellas estd4 la técnica de los bioreactores de
inmersion temporal (BIT). Esta tecnologia ha sido empleada satisfactoriamente en
la induccion de tubérculos in vitro de papa en BIT en un programa de produccién
de semilla certificada de papa Diacol Capiro. Para la induccion de microtubérculos
a partir de brotes micropropagados, se desarrollaron dos fases: a) fase de
proliferacibn masiva de brotes, en la que se encontr6 que la frecuencia de
inmersién de cada 3 horas con duracién de 3 minutos y 600 mL de medio de cultivo
produjo la mejor cantidad y calidad de brotes; b) fase de tuberizacién, en la que
se encontr6 que la adicion de sacarosa al 8% produjo mayor cantidad de
microtubérculos, y cuando se adicion6 6-bencil-amino-purina (6- BAP, 1,0 mgL-1)
mejord la produccion (229 microtubérculos/BIT). En campo se compar6 el
comportamiento de los microtubérculos con semilla élite y plantulas in vitro de
papa. Se encontr6 que para la obtencién de semilla élite son superiores los
microtubérculos porque producen en promedio 49 tubérculos por planta, mientras
gue con plantas in vitro y semilla élite in vitro la produccion es de 24 y 34 tubérculos
por planta.

Teisson y Alvard!?, en el cultivo in vitro no todas las especies responden igual al
crecimiento, ni todos los genotipos dentro de una misma especie se comportan
igual, se observa una tendencia a la reduccion del coeficiente de multiplicacion a
medida que se dan subcultivos continuos en medio de cultivo liquido, teniendo
como desventaja la disminucion de la oxigenacion de los tejidos, lo cual reduce o
elimina la formacién de yemas axilares en los explantes, lo cual puede ocasionar
hiperhidricidad; un desorden fisiol6gico causado parcialmente por la presencia de
grandes cantidades de agua residual en los espacios apoplasticos de los tejidos
celulares. Atendiendo a estos nuevos retos para el cultivo de plantas con medio
de cultivo liquido, se han disefiado equipos y sistemas de cultivo que posibilitan
su utilizacién en la propagacion masiva, en los cuales la intervencion de la mano
de obra se minimiza. Estos se basan en la inmersion temporal de los explantes en
el medio de cultivo liquido, solo durante unos minutos con determinada frecuencia
diaria o mediante burbujeo. Todos estos sistemas respetan las siguientes
condiciones: evitan la inmersion continua del material vegetal en el medio de
cultivo, proveen una adecuada transferencia de oxigeno, facilitan los cambios
secuenciales y automatizados del medio de cultivo, reducen la contaminacion

microbiana y tienen bajo costo. Asi lograron la formacién de microtubérculos



empleando la técnica semiautomatizada (RITA) y usando como medio bésico el
Murashige & Skoog suplementado con cicocel (CCC), ancymidol, &cido
pantoténico y concentraciones altas de sacarosa, informan que la técnica de
inmersion temporal permite que todas las yemas axilares sean inducidas a formar
microtubérculos y que estos, a su vez, alcancen mayor tamafio.

Igarza'! et. al., como objetivos se trazaron determinar en campo las caracteristicas
morfoldgicas y la respuesta agrondmica de plantas de papa cv. ‘Andinita’
obtenidas de microtubérculos de diferentes didmetros y masa fresca producidos
en sistemas de inmersién temporal. Los microtubérculos fueron clasificados en
cuatro diametros, < 4.0 mm, de 4.0 — 6.9 mm, de 7.0 - 10 mmy > 10 mm y se
conservaron en contenedores plasticos a una temperatura que oscilé entre 11.0 y
15.0°C. Al momento de la siembra se observd que los microtubérculos con un
didmetro inferior a 4.0 mm se habian deshidratado y por lo tanto no fueron
utilizados. A los 21 dias de realizada la plantacién existian diferencias
significativas en la supervivencia de las plantas, el mayor porcentaje (93.9%) se
alcanz6 al plantar microtubérculos con un diametro superior a 10 mm. La
obtencién de los microtubérculos en sistemas de inmersion temporal no afecto las
caracteristicas morfolégicas de las plantas durante su ciclo vegetativo y desde el
punto de vista agrondmico se logré un promedio de 8.5 a 9.5 tubérculos por planta.
Con un rendimiento relativo por planta entre 1.9 - 2.3 kg y de 16 a 23% de
tubérculos con caracteristicas deseadas para su conservacion como semilla. Se
demostré que tanto el desarrollo vegetativo de la plantacion como el nimero y
masa fresca de los tubérculos obtenidos, dependi6 del didmetro y la masa de los
microtubérculos utilizados como material vegetal de plantacion y que es posible
utilizarlos para su siembra directa en campo.

Jimenez!? et. al., mencionan que el empleo de técnicas de cultivo in vitro podria
contribuir a la produccion de estos. El objetivo de este trabajo fue multiplicar M.
royoc con el uso de SIT. Se emplearon sistemas de inmersién temporal (SIT) de
1000 ml de capacidad. Cada SIT contenia 250 ml de medio de cultivo de
multiplicacion MS con 4.4 pM de benciladenina (BA) y 2.9 yM de &cido indol
acético (AIA). Los SIT fueron inoculados con 30 explantes individuales (apices y
segmentos nodales). Se determiné el efecto de la frecuencia de inmersion (dos,
cuatro y seis inmersiones de dos minutos por dia) y el tipo de explante (apices,
segmentos nodales) sobre la multiplicacion de los brotes y la produccién de

biomasa. Se comprob6 que con cuatro y seis inmersiones por dia se obtuvieron



los mayores valores de coeficiente de multiplicacion y de longitud de los brotes. El
maximo valor en la produccion de biomasa se alcanz6 con seis inmersiones por
dia. No se observaron sintomas de hiperhidricidad en los brotes y se observo que
los segmentos nodales produjeron mas brotes por explantes mayor coeficiente de
multiplicacion y biomasa que los apices, mientras que estos ultimos dieron lugar a
brotes de mayor longitud.

Ledn®3, llega a la conclusién de que la mashwa o isafio es probablemente
originaria de la zona del Altiplano de Perd y Bolivia. Sin embargo, especies
silvestres se encuentran frecuentemente en diversas zonas altas de los valles
interandinos. Las referencias de los cronistas sefialan al grupo étnico Muiscos del
reino Chibcha, en Colombia como pobladores que consumian los cubios
(mashwa) asi como la chigua (Ullucus tuberosus). Incluso se menciona que las
especies del género Tropaeolum de Colombia se comportan de manera diferente
a los de Perl y Bolivia en cuanto a las horas de luz y que se les cultiva a menores
alturas, por lo cual Bukasov (1930) sugiri6 de crear la especie T. cubio para
diferenciar las especies sabaneras. Su cultivo se concentra a partir de los 1 500
hasta los 4 200 m.s.n.m. Es una planta que soporta bien el frio.

Grau'4, et al, Sobre la base de usos medicinales y creencias actuales que rodean
mashua, asi como el uso de la planta como (una rara) ornamental en el noroeste
de Argentina.

Yu®® et al., sugieren que tenia la mashua un lugar significativo en el pasado
distante por motivos distintos de los alimentos, y que su domesticacion puede
estar relacionada con su importancia como medicamento. Asi también
argumentan a favor de que sea un relicto de un complejo agricola primordial. Lo
cual se ve representado Nazca en Pacheco, fechado en el afio 1000, lo que
sugiere que, a pesar de ser un cultivo de las tierras altas, que fue también bien
conocido en la costa de Peru.

Rivera® et al., en la microtuberizacién in vitro de siete accesiones de papa, se
emplearon dos protocolos (liquido-liquido, sélido y liquido) con un disefio completo
al azar. La produccion de microtubérculos estuvo determinada por el genotipo, el
protocolo y las concentraciones de las hormonas benzilamino purina (BAP) y
cloruro de cloro colina (CCC). La mayor produccién de microtubérculos se obtuvo
con el protocolo sdlido-liquido y entre las concentraciones de mejor produccién
fue a concentraciones de sales MS 100%, sacarosa 8%, 10mg BAP/500mg CCC

y oscuridad.



2.2. BASE TEORICA

2.2.1. Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav “mashua”

La mashua, mashwa, isafio, majua, cubio o papa amarga (Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pav.), es una planta originaria de los Andes Centrales, y la mayor
concentracion se encuentra en Colombia, Bolivia, Ecuador y en el Peru entre los
3 500 y 4 100 msnm. En Colombia se cultivan variedades que crecen entre los
2.600 y 3 500 msnm. La mashua es muy rustica, por ello puede cultivarse en
suelos pobres, sin uso de fertilizantes y pesticidas, y aln en estas condiciones, su
rendimiento puede duplicar al de la papa?’.

2.2.2. Taxonomia

Tabla 1: Clasificacion de la mashua

DIVISION: Magnoliophyta

CLASE: Magnoliopsida

SUB CLASE: Rosidae

ORDEN: Geraniales

FAMILIA: Tropaeolaceae

GENERO: Tropaeolum

ESPECIE: Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav.
N. V.: ‘mashua”

Fuente: (Aucasime** 2016)
Sistema de clasificacion de Cronquist. A. 1988

2.2.3. Caracteristicas botanicas
La mashua es una planta anual, herbacea, glabra en todas sus partes; de
crecimiento inicialmente erecto que luego varia a semipostrado, trepadora
ocasionalmente mediante los peciolos tactiles y tiene un buen desarrollo del follaje
presentando una forma compacta. Con las hojas alternas, brillantes en el haz y
mas claras en el envés, muestran una considerable variacion en forma, son
peltadas con tres a cinco lébulos, aun en la misma planta; miden de 4.0 a 6.0 cm
de longitud por 5.0 a 7.0 cm de ancho; las laminas son mayores en la base de las
plantas; los peciolos son cilindricos de 2.0 a 20.0 cm de largo, de color verde con
puntos rojos, irritables como si fueran zarcillo, pudiendo enrollarse alrededor de
un soporte o sobre otras plantas; los peciolos son notablemente més cortos que
los pedunculos. Las flores de la mashua son solitarias, zigomorfas, de 2.0 a 2.8
cm de longitud; nacen en las axilas de las hojas y aparecen sobre pedunculos
intensamente pigmentados. El periodo de flor abierta varia de 9 a 15 dias; la

duracion de la floracion varia de 9 a 48 dias; el fruto es un esquizocarpo, formado
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por tres mericarpios uniseminados indehiscentes que se separan y caen
individualmente en la madurez y son carentes de endospermo. La mashua
produce abundante semilla, la cual es viable para concluir los tubérculos de la
mashua son menos variables en forma que aquellos de la oca y el melloco;
existiendo conicos cortos, conicos alargados vy cilindricos ya rectos o curvos, el
tamafio de los tubérculos varian de 5.0 a 15.0 cm de largo y de 3.0 a 6.0 cm de
ancho. La coloracién varia desde blanco marfilefio a purpura morado muy oscuro,
pasando por el amarillo, naranja y parpura morado en distintas tonalidades?®.
2.2.4.1. Caracteristicas del tubérculo del morfotipo MAC003

El tubérculo del morfotipo MACO003 (Mashua Andina Cracterizada), presenta las
siguientes caracteristicas: color predominante de la superficie negro, no presenta
color secundario de la superficie, forma del tubérculo cilindrico fusiforme,
profundidad de los ojos de los tubérculos ligeramente profundo?®.

2.2.4. Distribucién geogréfica

La mashua es una planta originaria de los Andes centrales, probablemente en las
mismas zonas donde se origind la papa. En el Perd ha sido cultivada desde
épocas preincaicas y numerosas culturas la han representado en sus ceramios.
Crece en forma silvestre o cultivada en la cordillera de los Andes desde Colombia
hasta Argentina, en altitudes que van desde el nivel del mar hasta los 4,000 m*2,
La mashua es una planta de facil cultivo que puede ser cosechada a los 6 0 8
meses de su siembra, y esta asociada a la pobreza en vista que desarrolla en
pisos altitudinales elevados. Crece en suelos pobres y no requiere del uso de
fertilizantes ni pesticidas, es resistente a las heladas, y en estado natural es capaz
de repeler insectos y nematodos. Los tubérculos pueden ser almacenados hasta
seis meses en lugares frios y ventilados, inclusive pueden ser guardados bajo el
suelo para ser extraido cuando se necesiten. El cultivo de la mashua es muy
productivo, pudiendo llegar a rendir hasta 25 t/ha®.

2.2.5. Etapas de siembra

El periodo de siembra y cultvo, fluctia entre cinco a ocho meses. La etapa critica
para el ataque de la plaga y enfermedades es la cuarta etapa, en la que se puede
producir ataque de gusanos de tierra, gusanos aradores y pudricién blanca de los

tubérculos?L.
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Tabla N° 2: Etapas del cultivo de la mashua

ETAPAS DE CULTIVO DIAS
Primera etapa Siembra de emergencia, 20-30 dias
Segunda etapa Emergencia a floracién, 100-148 dias
Tercera etapa Floracién a tuberizacion
Cuarta etapa Tuberizacién a cosecha, 150-280 dias

Fuente: Zambrano?!, E. “Estudio de la variabilidad de melloco, oca y mashua en la Finca de
agricultores de Colta-Chimborazo”.

2.2.6. Valor nutricional

La mashua tiene un contenido alto en proteinas, carbohidratos, fibras y calorias.
Es rica en vitaminas C y B. Su valor nutritivo supera al de algunos cereales y de
la papa, por lo que forma parte de la dieta diaria nutricional de los habitantes de
menores recursos en zonas rurales de la sierra norte y central del Ecuador. A este
tubérculo se lo consume conjuntamente con papas, ocas y mellocos. Contiene un
balance apropiado de aminoacidos esenciales. Algunas variedades de la Mashua
pueden contener apreciables cantidades de carotenos (vitamina A) y de vitamina
C (77mg en 100g de materia fresca comestible), siendo cuatro veces mas que la
cantidad de esta vitamina encontrada en la papa?.

Tabla N° 3: Valor nutricional de la mashua en 100 g

NUTRIENTES CANTIDAD NUTRIENTES CANTIDAD
Energia 50 Yodo (ug) -
Proteina 1.50 Vitamina A (mg) -
Grasa total (g) 0.70 Vitamina C (mg) 77.50
Colesterol (mg) - Vitamina D (ug) -
Glacidos 9.80 Vitamina E (mg) -
Fibra (g) 0.90 Vitamina B12 (ug) -
Calcio (mg) 12.0 Hierro (mg) 1.0

Fuente: Fundacién Universitaria Iberoamericana

2.2.7. Usos de lamashua

Los centros de investigacion han realizado varias pruebas e investigaciones
acerca de los usos y beneficios de la mashua el cual tiene un alto valor nutritivo:
en proteinas, carbohidratos, fibra y calorias. Contiene todos los aminoacidos
esenciales, excepto histidina, es rica en vitamina, siendo importante en la
alimentacioén de los pobladores alto andinos. Los tubérculos se consumen cocidos,
como ingredientes en sopas, mermeladas. Los brotes tiernos y las flores se comen
cocidos como verduras. Tiene propiedades medicinales, los tubérculos son

usados como antibacteriales, insecticidas, nematicidas. Se utiliza como
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ingrediente para algunos antibioticos. Las poblaciones indigenas y de escasos
recursos utilizan la mashua casera para el tratamiento de la préstata, ya que tiene
la propiedad de reducir los niveles de 13 testosterona. Se le atribuye propiedades
curativas para el higado y rifiones. Es pobre en yodo.?324

2.2.8. El Biocomercio

El biocomercio o comercio sostenible de la biodiversidad es un modelo de negocio
gue tiene como principal insumo la biodiversidad nativa, el cual tiene la finalidad
de la conservacion de la diversidad biologica, el uso sostenible de sus
componentes Yy la distribucidn justa y equitativa de los beneficios que se deriven
de la utilizacién de los recursos genéticos?.

2.2.9. El Biocomercio en el Pera

El Peru, particip6 como socio nacional, a través del Programa Nacional de
Promocién al Biocomercio del Pert (PNPB), aprobado oficialmente en el afio 2004
por el Concejo Nacional del Ambiente (CONAM). El disefio del PNPB comenzé 3
afios antes y estuvo a cargo del Concejo Nacional del Ambiente (CONAM),
maxima autoridad del sector ambiental en ese entonces y PROMPEX, que
convocaron a diversas instituciones publicas y privadas para tal fin, conformando
el Grupo Técnico denominado Comité Biocomercio Peru, reconocido formalmente
el afio 200152,

2.2.10. Mashuay el biocomercio

En nuestros dias un factor critico de desarrollo y sostenibilidad sera promover las
buenas préacticas de consumo y de comercio bajo los principios y valores del
Biocomercio. De esta manera, garantizaremos el desarrollo y subsistencia de las
futuras generaciones a nivel mundial?’.

La mashua es uno de los tubérculos que tiene una importancia alimentaria, para
lo cual es necesario evaluar todo el contexto bajo un enfoque sistémico, y
comprender que nuestros actos no solo impactan nuestro entorno inmediato, sino
que generan un impacto en los diferentes actores involucrados y en nuestra
diversidad biolégica (biodiversidad), cultural y social.

2.3. Glucosinolatos

La presencia de glucosinolatos en este tubérculo tiene efectos beneficiosos para
el sistema inmunoldgico y podrian proteger al organismo humano contra el cancer,
pero, al mismo tiempo, podrian tener efectos perjudiciales sobre el sistema
nervioso cuando se consumen en grandes cantidades. La mashua esta

compuesto de solidos en un 20% en su forma de materia seca, de los cuales el
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11% es proteina. Algunas variedades pueden contener mas de un 12% de
proteinas en su forma de materia seca. La mashua posee mayor cantidad de
proteinas, calcio, hierro, fosforo, vitaminas tales como B1, B2 y vitamina C que la
oca o el ulluco®,.

2.4. Sistemade inmersion temporal (SIT)

Son sistemas semiautomatizados en la propagacion in vitro fundamentado en el
contacto intermitente del medio de cultivo liquido con los explantes por un corto
periodo de tiempo y la consecuente renovacion de la atmdsfera gaseosa, para
evitar la acumulacién de gases téxicos?%-2°,

Permite airear los tejidos de los brotes unido al contacto completo de los mismos
lo que facilita una mayor incorporacién y asimilacion de los nutrientes por los
tejidos y como consecuencia aumenta el coeficiente de multiplicacién y la calidad
de los brotes. Estos sistemas alternativos con el empleo de medio de cultivo
liguido se han desarrollado con el propdsito de automatizar, al menos las fases
que requieran mayor manipulacion del proceso in vitro y con ello, la consiguiente
reduccién de los costos de produccién. El sistema de inmersién temporal puede
ser utilizado para la produccion de brotes via organogénesis a escala masiva,
brindando la posibilidad de automatizar algunas etapas del proceso de
micropropagacion. Ademas, ofrecen mayor facilidad de escalado, con la finalidad
de producir grandes volimenes de plantas3!: 32 33,

2.4.1. Sistemade inmersion temporal RITA®

En el afio 1997, surgio el denominado sistema de inmersion temporal, creado en
el CIRAD (Centro de cooperacion internacional en investigacién agronémica para
el desarrollo) de Francia, dicho sistema, se logra a partir de la aplicacion de un
flujo de aire a uno de sus frascos, el cual logra subir el medio de cultivo y luego de
sumergir los explantes por un determinado tiempo, el medio descendia por
gravedad. Este método revolucion6 los métodos tradicionales de
micropropagacion in vitro, y que se ha logrado una mayor tasa de multiplicacion,
enraizamiento y aclimatacién, asi como niveles elevados de supervivencia en
condiciones de campo®.

Se plantea que este sistema induce muchos cambios favorables en la atmdsfera
interna de los frascos, teniendo como resultado un mayor crecimiento y desarrollo
de los explantes, ademas de que las vitroplantas mantienen una capa superficial
de medio de cultivo hasta la proxima inmersion, lo que evita la pérdida por

desecacion. Por lo anteriormente planteado y por las grandes ventajas que ofrece
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este sistema, se disefi6 y construy6 un sistema similar, para su utilizacion y contar

con tecnologia avanzada®.

P —

1T ——
M sadel

Fuente: Garcia3®, 2013.

Figura N° 1: Sistema de inmersion temporal RITA
2.4.2. Importancia
Permite airear los tejidos de los brotes unido al contacto completo lo que facilita
una mayor incorporacion y asimilacién de los nutrientes por los tejidos y como
consecuencia aumenta el coeficiente de multiplicacion y la calidad de los brotes.
Estos sistemas alternativos con el empleo de medio de cultivo liquido se han
desarrollado con el propésito de automatizar, al menos las fases que requieran
mayor manipulacion del proceso in vitro y con ello, la consiguiente reduccion de
los costos de produccién. Los SIT pueden ser utilizados para la produccién de
brotes via organogénesis a escala masiva, brindando la posibilidad de automatizar
algunas etapas del proceso de micropropagacion. Ademas, ofrecen mayor
facilidad de escalado, con la finalidad de producir grandes volimenes de plantas
in vitro®.
2.4.3. Ventajas
El contacto directo con el medio de cultivo renovado durante cada inmersion
garantiza una forma mas eficiente de suministro de los nutrientes en comparacion
con la forma estética en que se toman los mismos en el cultivo convencional
(semisdlido 6 solido), los tiempos de inmersion son cortos, la mayoria del tiempo
los explantes estan solamente recubiertos de una pelicula de medio de cultivo
liquido y de esta forma se evita la desecacion de los mismos. Asi la resistencia a
la difusién de gases es baja y existe una minima ruptura del intercambio gaseoso
entre los tejidos y la atmdsfera, por tal razén esta dentro del vaso de cultivo se
renueva en intervalos regulares de tiempo; la agitacion por el flujo de aire durante
la fase de inmersién causa expansion de los tejidos y se facilita un mayor contacto
de estos con el medio de cultivo, teniendo mayor optimizacion biologica por los

altos coeficientes de multiplicacion que se obtienen una reduccion del nimero de
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frascos y estantes en las camaras de cultivo y por tanto mayor produccion por
metro cuadrado de camara®>®’.

2.4.4. Desventajas

En condiciones estaticas provoca un efecto depresivo sobre el crecimiento del
tejido en el cultivo in vitro, ya sea por hipoxia o por hiperhidricidad. Para evitar este
problema se han disefiado nuevos tipos de biorreactores y sistemas
semiautomatizados de cultivo liquido basados en la inmersion parcial y temporal
de los explantes®’.

2.4.5. Funcionamiento

El sistema consiste en dos recipientes que contiene a las muestras y al medio de
cultivo. Este sistema cuenta con filtros hidréfobos de 0.2um reutilizables: uno
central (entrada de aire) y uno lateral (salida de aire). El filtro central se conecta al
sistema de aireacion (bomba), a una presion de salida de 0.2bar para que impulse
el medio del compartimento inferior al superior durante un periodo corto (periodo
de inmersion). Este bafio temporal que reciben los explantes se controla por un
reloj temporizador (automatizacién) que permite la abertura de una electro-valvula
gue controla el sistema3® *°,

2.5. Sacarosa

La sacarosa, popularmente conocida por todos como azlcar comin, es un
disacarido que se encuentra formado por la combinacién de glucosa y de fructosa.
La primera es un tipo de azlcar que se halla presente en frutas y en la miel
mientras que la fructosa es otro tipo que se encuentra también en las frutas y en
la miel pero asimismo en los vegetales. En tanto, los disacaridos son un tipo de
glacido que se forman como consecuencia de la condensacion de dos azlcares
iguales o diferentes. Cabe destacarse que el cristal de sacarosa se caracteriza
fisicamente por ser transparente y de coloracién blanca. Esta situacion esta
causada por la difraccion de la luz sobre la agrupacién de cristales?.

Los dos azucares (C12H22011) simples que conforman la sacarosa son la glucosa
y la fructosa, que se encuentran unidas por un enlace glucosidico entre el &tomo
de carbono-1 de la glucosa y el atomo de carbono-2 de la fructosa. El atomo de
carbono-1 de la glucosa es la molécula de carbono que forma parte del aldehido,
o grupo CHO. El atomo de carbono-2 de la fructosa es el &tomo de carbono de la
cetona, o grupo CO*L.

2.6. Citoquinina

Son un grupo de hormonas vegetales (fitohormonas) para la diferenciacién celular.

Su nombre proviene del término “citocinesis” que se refiere al proceso de division
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celular. Son hormonas fundamentales en el proceso de organogénesis en las
plantas y en la regulacién de diversos procesos fisiolégicos como fotosintesis,
regulacion del crecimiento (dominancia apical), senescencia, apoptosis (muerte
programada) vegetal, inmunidad vegetal (resistencia a patdgenos), y tolerancia
y defensa ante herbivoros*2.

2.6.1. BAP (6 -benzilamino purina)

En la superficie de la piel de los tubérculos de mashua se encuentran distribuidas
las lenticelas por las cuales se efectla el intercambio de gases entre el tubérculo
y el ambiente. En condiciones humedas, las lenticelas aumentan de tamafio y se
ven como puntos blancos prominentes. Se reportan que en presencia de BAP en
los medios de cultivo provocaron la elongacion de los tubérculos, reduccién del
namero de ojos (yemas), aumento del tamafio de lenticelas y desorganizacién del
periderma®.

2.6.2. Efectos

Estimula mediante la division celular; BAP incide favorablemente no solo en el
namero de brotes/explante, sino también en el incremento del tamafio de los

brotes producidos**.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. ZONA DE ESTUDIO

La investigacion se desarroll6 en el laboratorio de Biologia Celular y Molecular de
la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de
Huamanga, Ayacucho (13°08’43”S 74°13’16”W, 2790 m.s.n.m.)

3.2. POBLACION MUESTRAL

Se utilizé el morfotipo MAC003 de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. in vitro, fue
propagado y recolectado en in vitro del laboratorio de Biologia Celular y Molecular
de la Universidad Nacional de San Cristdbal de Huamanga, Ayacucho 2016.

El morfotipo MACO003 fue caracterizada utilizando los descriptores morfoldgicos
del Centro Internacional de Papa (CIP 2013)

Criterios de inclusién

e Crecimiento en un mes

e Libre de contaminacion

e Accesion requerida

Criterio de exclusion

e Accesion contaminada

e Accesion no adoptada al medio in vitro

3.3. METODOLOGIA Y RECOLECCION DE DATOS

3.3.1. Seleccion de muestras

Se eligié plantulas del morfotipo MAC003 de mashua in vitro, las cuales se
conservan en fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad a 18 °C.

3.3.2. Propagacion de plantulas de mashua

Como fuente de los explantes se empled brotes de “mashua” crecidas en
condiciones de 18+1°C, fotoperiodo 16 horas luz y 8 horas oscuridad. Las
plantulas fueron obtenidas por micropropagacion en medio Murashige & Skoog
(1962) suplementado con 3% de sacarosa, gelificado con 0.7% de agar y a un pH
de 5.6
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3.3.3. Multiplicacion en sistema de inmersion temporal
Las plantulas crecidas en medio semisdlido por 15 dias, fueron transferidos a
frascos (matraz) conteniendo 100mL medio liquido MS suplementado con 3% de
sacarosa a un pH de 5.6. Los frascos se mantuvieron en constante agitacion.
3.3.4. Tuberizacion en el sistema de inmersién temporal
En la etapa de tuberizacion, se utilizé la metodologia propuesta por Rivera et al
(2008) modificado. Se emple6 el medio de cultivo Murashige & Skoog liquido
suplementado con 2 ppm de BAP y 8% de sacarosa, posteriormente se transfirio
las plantulas de los frascos (matraz) a los envases sistema de inmersion temporal
RITA®.
Cada frasco del sistema de inmersién temporal fue conectado a un compresor de
aire y un programador automatico de tiempo para controlar la frecuencia y
duracion de inmersion. Los frascos del SIT fueron cubiertos hasta la cosecha con
laminas de papel aluminio para garantizar total oscuridad y garantizar la obtencién
de microtubérculos.
a. Tratamiento:

e Medio MS + 8% sacarosa + 2ppm de BAP.
En el experimento, como control se utilizé un frasco del SIT sin la adicién de BAP
y sacarosa.
3.3.5. Tiempo de inmersién temporal
Se utiliz6 dos intervalos de tiempo de inmersion, evaluandose el crecimiento y
desarrollo de las plantulas de mashua durante diez semanas.
a. Frecuencias de inmersion:

e Cada 3 horas por 2 minutos + oscuridad total.

e Cada 5 horas por 2 minutos + oscuridad total.
3.4. ANALISIS DE DATOS
Los datos obtenidos del disefio estadistico completamente aleatorizado, fueron
ingresados a una base de datos en Microsoft Excel, y se realizd el analisis de
variabilidad para comparar dos medianas utilizando para ellos la prueba no
paramétrica U de Mann Whitney.

El programa estadistico empleado fue R version 3.4.3 (2) y IBM SPSS version 24.
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IV. RESULTADOS
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Figura 2. Comparaciéon de promedios de los tamafios de microtubérculos de Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” obtenidos en dos tratamientos del sistema de inmersion
temporal, Ayacucho 2016.

LEYENDA:

C3H x 2Min: Cada tres horas por dos minutos.

C5H x 2Min: cada cinco horas por dos minutos.
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Figura 3. Comparacion de promedios de los pesos de microtubérculos de Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pav. “mashua”, obtenidos en dos tratamientos del sistema de inmersion
temporal, Ayacucho 2016.

LEYENDA:

C3H x 2Min: Cada tres horas por dos minutos.

C5H x 2Min: cada cinco horas por dos minutos.
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Figura 4. Comparacion de medianas e intervalos de los tamafios de microtubérculos de
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua”, obtenidos en dos tratamientos del sistema
de inmersion temporal, Ayacucho 2016. U de Mann-Whitney =719,000, a=0.05, Sig.
=0.017.

LEYENDA:

C3H x 2Min: Cada tres horas por dos minutos.

C5H x 2Min: cada cinco horas por dos minutos.
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Figura 5. Comparacion de medianas e intervalos de los pesos de microtubérculos de
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua”, obtenidos en dos tratamientos del sistema
de inmersion temporal, Ayacucho 2016.

LEYENDA:

C3H x 2Min: Cada tres horas por dos minutos.

C5H x 2Min: cada cinco horas por dos minutos
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V. DISCUSION

El sistema de inmersién temporal es una estrategia biotecnoldgica innovadora que
permite la obtencién de plantulas a gran escala en un espacio reducido y en menor
tiempo. No obstante, es necesario estandarizar la técnica con la especie de planta
que se requiere propagar. En los resultados obtenidos en la obtencién de
microtubérculos en el SIT del morfotipo MAC003 de “mashua” se comproboé que
con una frecuencia de cada tres horas de inmersion por dos minutos se obtuvieron
los mejores promedios de los tamafios de microtubérculos (Figura 2). Sin
embargo, a una frecuencia de cada cinco horas por dos minutos se obtuvieron
microtubérculos con menor tamafio y cantidad. Al respecto Escalona® et al., en el
cultivo de la pifia (Ananas commosus (L) Merr.) encontré que con un tiempo de
inmersion de dos minutos por hora y una frecuencia de tres horas se incremento
el coeficiente de multiplicacién y por lo tanto facilité una mayor eficiencia en la
asimilacion de nutrientes por los explantes. De igual forma Etienne“® y Berthouly,
sefalaron que el volumen de medio de cultivo por explante utilizado en los frascos
de cultivo de inmersion temporal, es uno de los principales factores a evaluar para
utilizar eficientemente este tipo de sistema de cultivo, asi la frecuencia de
inmersion influye sobre la morfologia, el coeficiente de multiplicacion como
también sobre la asimilacién de nutrientes y la composicién gaseosa del interior
del recipiente de cultivo.

En la obtencion de microtubérculos de “mashua” en una frecuencia de cada 3
horas por 2 minutos se logré en promedio de 1,9 cm en tamafio, a diferencia del
tiempo de inmersion de cada 5 horas por dos minutos, donde se obtuvieron un
promedio de 0,86cm en tamafio después de 10 semanas de tratamiento a 18+1°C
y en completa oscuridad. Gopal*’ et al., obtuvieron una mayor produccién y
tamafio de los tubérculos de papa trabajando bajo condiciones de dias cortos y

bajas temperaturas que en dias largos y temperaturas altas.
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Los microtubérculos se lograron utilizando 2ppm de BAP en comparacion al medio
control sin BAP y bajo las condiciones de incubacion sefaladas y controladas.
Montoya“® et al., en tuberizacién in vitro de papa (Solanum tuberosum L), variedad
Diacol Capiro en biorreactores de inmersion temporal y evaluacién de su
comportamiento en campo, lograron la tuberizacion in vitro como resultado al
enriqguecer el medio de cultivo en la etapa de tuberizacion con vitaminas,
antioxidantes y reguladores del crecimiento.

De otro lado, después de 10 semanas de tratamiento, se obtuvieron en promedio
45 microtubérculos en el tratamiento de una frecuencia de cada tres horas de
inmersién por dos minutos. Igarza*® et. al., reportaron que, utilizando sistema de
inmersiébn temporal, lograron obtener en promedio entre cinco y siete
microtubérculos de 4 y 16mm de papa de la variedad “Andinita”.

La figura 3 se muestra la comparacion de los pesos de microtubérculos de
“mashua” obtenidos en los dos tratamientos del sistema de inmersién temporal,
demostrando asi la funcionalidad del uso del SIT. Mehrotra® et al., han destacado
la eficiencia de los sistemas de cultivo liquido sobre la micropropagacion
convencional, permitiendo el mejor crecimiento de brotes y raices. También los
mismos autores sefialan que la éptima produccién de plantas en estos sistemas,
depende del mejor entendimiento de las respuestas fisiolégicas y bioquimicas al
cultivo en el microambiente y a la optimizacién de las condiciones de cultivo fisicas
y quimicas, para el control de la morfogénesis de las plantas en los sistemas de
cultivo liquido.

En la obtencion del peso de la mashua, se logré en promedio 0,099 de peso fresco
en ambos tratamientos de frecuencia de inmersion (cada 3 horas por 2 minutos y
cada 5 horas por 2 minutos) por tanto estadisticamente no hay diferencia
significativa en los resultados obtenidos. Los resultados obtenidos concuerdan con
Igarza®! et. al., quienes lograron entre uno y dos microtubérculos por planta, que
generalmente son pequefios y con masa fresca inferior a 0.5g utilizando sistema
de inmersion en la obtencion de microtubérculos de papa cv. “Andinita”. No
obstante, la microtuberizacion proporciona ventajas en el almacenamiento y
transporte de germoplasma libre de patdgenos.

En la figura 4, se observa la comparacién de medianas e intervalos de los tamafios
de microtubérculos del MAC003 de “mashua” obtenidos en dos tratamientos del
sistema de inmersion temporal. Estadisticamente los resultados obtenidos en la
prueba de Mann Whitney (U de Mann-Whitney = 719,000, a=0.05, sig.= 0,017)
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evidencia que existe diferencia significativa entre los dos tratamientos donde el
tratamiento a una frecuencia de inmersion de cada 3 horas por dos minutos
permiti6 mejor tamafio de los microtubérculos.

El SIT permiti6 automatizar en forma parcial la micropropagacion de mashua,
ademas permitié propagar plantulas vigorosas y de buena calidad sanitaria, para
su posterior aclimatacion en campo. Salauces®, et al., mencionan que la
produccion de microtubérculos, solo tiene sentido si se parte de un material libre
de todos los endo y exopatdgenos conocidos, sanidad que se debe intentar
conservar en lo posible, hasta la semilla comercial certificada, por esta razén es
necesario iniciar la micropropagacion utilizando material de buena calidad.

La figura 5, muestra la comparacion no paramétrica de medianas e intervalos de
los pesos de microtubérculos del morfotipo MAC003 de “mashua” en la cual
utilizando la prueba de Mann Whitney se visualiza, que no hay diferencia
significativa en los dos tratamientos de frecuencias de inmersién. No obstante, en
el segundo tratamiento de cada 5 horas por dos minutos, se logré valores
extremos del peso del tubérculo. Pérez* et al., mencionan que el sistema de
inmersion no sélo nos brinda microtubérculos deseados, sino también constituye
una herramienta complementaria a la micropropagacién convencional, esto
concuerda con Santos®® et al., (2006) quienes refieren que en la germinacién y
conversion de embriones somaticos el SIT es una estrategia eficiente. Por lo
general, la calidad del desarrollo de los brotes es mejor que la obtenida con el
empleo de medio liquido o semi-solido. La efectividad de la técnica de inmersion
temporal en el aumento de la proliferacion y calidad de los brotes ha sido sefalada
en otras especies de plantas. De otro lado, Etienne® y Berthouly, (2002)
reportaron que en sistemas de inmersion en la propagacion de Araceas

ornamentales el empleo del SIT fue eficiente para su propagacion.

27






VI. CONCLUSIONES

Se logr6 obtener microtubérculos de mashua del morfotipo MAC003 con un
promedio de 0.98 cm de tamafio y 0,09 g de peso utilizando el sistema de
inmersién temporal.

Se estandariz6 la implementacion del sistema de inmersion temporal para la
obtencion de microtubérculos de mashua a una temperatura de 18+1°C vy la
cobertura de los frascos del sistema con laminas de papel aluminio para
garantizar la oscuridad total.

Se determind el tiempo 6ptimo de inmersion de cada 3 horas por 2 minutos
durante 10 semanas obteniéndose mayor cantidad de tubérculos.

Se logr6 obtener microtubérculos de mashua utilizando el medio de
Murashige & Skoog suplementado con 8% de sacarosay 2 ppm de BAP.
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VIl. RECOMENDACIONES

Con los resultados obtenidos, nos indican que la induccién de microtubérculos
in vitro podria iniciarse a gran escala en un amplio rango de morfotipos,
suplementado con 2ppm de BAP y 8% de sacarosa. Realizando pruebas
experimentales, con una mayor cantidad de morfotipos de “mashua”, para una
produccién en laboratorio.

Los microtubérculos deben ser utilizados como semilla basica, para realizar
pruebas de conservacién, caracterizacion de variedades, intercambio de
germoplasma, etc.

Continuar la siembra de microtubérculos obtenidos in vitro para su posterior

evaluacion en campo.
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Anexo 1. Medidas (0,86 — 1,09 cm) de los microtubérculos de Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” accesion MACO003 in vitro, obtenidos en la

induccion de microtuberizacién en el sistema de inmersién temporal, Ayacucho
2016
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Anexo 2. Peso fresco (0,09g) de microtubérculos de Tropaeolum tuberosum Ruiz

& Pav. “mashua” accesion MACO003 in vitro, obtenidos en la induccién de

microtuberizacion en el sistema de inmersion temporal, Ayacucho 2016.
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Anexo 3. Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” accesién MACO003
utilizado para la inducciébn de microtuberizacion en el sistema de inmersion

temporal, Ayacucho 2016.
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Anexo 4. Plantulas de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” in vitro en

medio MS solido, accesion MACO003 utilizado para la induccion de

microtuberizacion en el sistema de inmersion temporal, Ayacucho 2016.
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Anexo 5. Plantulas de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” in vitro en
medio MS liquido en proceso de micropropagacion, accesion MACO003 utilizado

para la induccion de microtuberizacion en el sistema de inmersion temporal,
Ayacucho 2016.
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Anexo 6. Plantulas de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” in vitro en
medio MS liquido, accesion MAC003 con tamafio adecuado para la induccion de

microtuberizacion en el sistema de inmersién temporal, Ayacucho 2016.
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Anexo 7. Plantulas de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” accesién
MACO003 in vitro en funcionamiento del sistema de inmersién temporal con medio

MS liquido para el proceso de tuberizacion en el sistema de inmersion temporal,
Ayacucho 2016.
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Anexo 8. Plantulas de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” accesion
MACO003 in vitro en el sistema de inmersion temporal cubierta con papel de
aluminio para el proceso de tuberizacion y brindar la oscuridad necesaria para el

tratamiento en el sistema de inmersion temporal, Ayacucho 2016.
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Anexo 9. Microtubérculos de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua”
accesion MACO003 in vitro, obtenido en la induccion pata la obtencién de
microtubérculos en sistema de inmersion temporal, Ayacucho 2016.

47



Anexo 10. Coleccionando los microtubérculos de Tropaeolum tuberosum Ruiz &
Pav. “mashua” accesion MACO003 in vitro del sistema de inmersién temporal,
obtenido en la induccion de microtuberizacion del sistema de inmersion temporal,
Ayacucho 2016.
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Anexo 11. Medidas longitudinales de los microtubérculos de Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” accesion MACO003 in vitro, obtenidos en la

induccion de microtuberizacién en el sistema de inmersién temporal, Ayacucho
2016.
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Anexo 12. Evaluacion del crecimiento de plantulas de Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pav. “mashua” accesion MACO003 in vitro en el sistema de inmersion

temporal, Ayacucho 2016.
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Anexo 13. Promedios del tamafio y peso de microtubérculos de Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” accesion MACO003 in vitro, obtenidos en la
induccién de microtuberizacion en el sistema de inmersiéon temporal, Ayacucho
2016.

TRATAMIENTO TAMARO (cm) PESO (g)
C3H X 2MIN 1,09 0,09
C5H X 2MIN 0,86 0,09
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Anexo 14. Componentes del tratamiento para la induccién de microtubérculos de
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” in vitro, en el sistema de inmersién
temporal, Ayacucho 2016.

MEDIO DE TUBERIZACION

MEDIO SACAROSA BAP TRAT. + OSCURIDAD
MS 8% 2 ppm C3H X 2MIN
MS 8% 2 ppm C5H X 2MIN
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Anexo 15. Componentes de la micropropagaciéon para la induccién de
microtubérculos de Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav. “mashua” in vitro, en el
sistema de inmersion temporal, Ayacucho 2016.

MICROPROPAGACION

MEDIO SACAROSA TRAT. + LUZ'Y OSCURIDAD
MS 8% C3H X 2MIN
MS 8% C5H X 2MIN
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Anexo 16. Certificado de identificacion

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

CERTIFICA

Que, la Bach. en Biologia, Srta. Roxana Karen , CARHUAZ CONDORI, ha
solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

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

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ROSIDAE

ORDEN : GERANIALES

FAMILIA : TROPAEOLACEAE

GENERO : Tropaeolum

ESPECIE ; Tropaeolum tuberosum Ruiz &Pav.
N.V. : ‘mashua”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada
para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 12 de Diciembre del 2016
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Anexo 17. Procedimiento de la investigacion

Tropaeolum tuberosum
“mashua”

Pesado y medida de

Seleccion de pléntulas
los microtubérculos

MAC003

Obtencion y recoleccion
de microtubérculos

Transferencia de
pléantulas al MS liquido

Evaluacion de la

Tratamiento: C3H x nim. Tratamiento: sacarosa con papel aluminio por e,
tuberizacion

Plantulas en SIT ’ Plantulas MS liquido ‘ Garantizar la oscuridad
C5H x 2 MIN. 8% y BAP 2ppm 10 semanas

-
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Anexo 18. Matriz de consistencia

. . ” VARIABLES E N <
TITULO PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS INDICADORES DISENO METODOLOGICO
Objetivo general VARIABLE Seleccion de muestras

Obtencion de
microtubércul
0s de
Tropaeolum
tuberosum
Ruiz & Pav.
“mashua”
mediante el
sistema de
inmersioén
temporal -
Ayacucho,
2016.

¢ Cudl sera
la
frecuencia
del tiempo
de
inmersion
temporal
adecuado
para la
obtencion
de
microtubér
culos de
Tropaeolu
m
tuberosum
Ruiz & Pav.
“mashua”?.

Obtener
microtubérculos del
morfotipo MACO003 de

Tropaeolum tuberosum

Ruiz & Pav. “mashua”

en sistema de

inmersion temporal.

Objetivos especificos

1. Estandarizar el
sistema de
inmersion temporal
para la obtenciéon
de microtubérculos
de mashua.

2. Determinar el
tiempo Optimo de
inmersién temporal
para la obtencion
de microtubérculos
de mashua.

3. Evaluar el medio
Murashige & Skoog
suplementado con
BAP y sacarosa
para la obtencion
de microtubérculos
de mashua.

Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pav “mashua”

Es una planta originaria de
los Andes centrales.

Sistema de inmersién
temporal (SIT)
Son sistemas

semiautomatizados en la
propagacion in vitro
fundamentado en el
contacto intermitente del
medio de cultivo liquido con
los explantes por un corto
periodo de tiempo.

BAP

Estimula  mediante la
divisién celular; BAP incide
favorablemente no solo en
el namero de
brotes/explante.

Sacarosa

La sacarosa, popularmente
conocida por todos como
azlcar comun, es un
disacérido que se
encuentra formado por la
combinacion de glucosa y
de fructosa.

A mayor frecuencia

de inmersién
temporal se
obtendra una

mayor obtencion de
microtubérculos de
Tropaeolum
tuberosum Ruiz &
Pav. “mashua”.

INDEPENDIENTE
-Concentraciéon de sacarosa
comercial

Indicador: Concentracion
8.0%

-Concentracion de BAP
(Hormona vegetal)
Indicador:

2.0ppm

-Frecuencia de tiempo de
inmersion

Indicadores:

Cada 3 horas x 2 minutos
Cada 5 horas x 2 minutos

VARIABLE DEPENDIENTE
Un Morfotipo de Tropaeolum
tuberosum “mashua”
Indicador:

MACO003

-Tamafio de microtubérculos
(cm)

-Cantidad de microtubérculos

Se eligié plantulas del morfotipo MACO003
de mashua in vitro.

Propagacién de plantulas de mashua
Como fuente de los explantes se empled
brotes de “mashua” crecidas en
condiciones de 18+1°C, fotoperiodo 16
horas luz y 8 horas oscuridad.
Multiplicacion en sistema de inmersién
temporal

Las plantulas crecidas en medio semisolido
por 15 dias, fueron transferidos a frascos
(matraz) conteniendo 100mL medio liquido
MS suplementado con 3% de sacarosa a
un pH de 5.6. Los frascos se mantuvieron
en constante agitacion.

Tuberizacion en el sistemade inmersién
temporal

Se empled el medio de cultivo Murashige &
Skoog liquido suplementado con 2 ppm de
BAP y 8% de sacarosa, posteriormente se
transfiri6 las plantulas de los frascos
(matraz) a los envases sistema de
inmersion temporal RITA®.

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 U de Mann Whitney.

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