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RESUMEN

El espéarrago (Asparagus officinalis L.) es una hortaliza cultivada para la
produccion de turiones de gran interés en mercados internacionales. Sin
embargo, los métodos convencionales de cultivo no son suficientes para
satisfacer esta demanda, por lo que la propagacion in vitro se presenta como
una alternativa viable para incrementar su produccion. Actualmente, no existe
un protocolo eficiente de propagacion in vitro de esparrago y la principal
problematica es el material vegetal que se utiliza como explante. Por lo cual, el
objetivo de este estudio es establecer un protocolo eficiente de propagacion in
vitro de espéarrago por organogénesis directa a través de yemas del rizoma. Se
evaluaron y caracterizaron los rizomas in vitro en la fase de establecimiento
(FE), multiplicacién (FM) y aclimatacion (FA). En la FE se observé un 36% de
explantes sin contaminacion y 72% con coloracion verde en el tejido a una
concentracion B de fungicida y fungicida-bactericida, respectivamente. En la FM
se presentd una produccion media de 27 brotes/rizoma a los 21 dias de
establecimiento in vitro en un medio adicionado con el tratamiento C de
sacarosa (p<0.05) y libre de fitohormonas. La mayor produccién de brotes se
observé con el tratamiento B de BAP (30.7 brotes/explante), pero provoco
disminuciébn en el crecimiento de turiones Yy Vvitrificacion (p<0.05). La
temperatura de 35 °C aumento la produccion de brotes y disminuyo el tiempo
de activacion de las yemas vegetativas (p<0.05). Se logr6 un 95%
sobrevivencia de rizomas aclimatados en invernadero. El presente protocolo se
considera eficiente para la produccion de rizomas in vitro, ya que se redujeron

los tiempos y costos de produccion.

Palabras clave: esparrago, propagacién in vitro, organogénesis directa, yemas

vegetativas, rizoma.
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ABSTRACT

Asparagus (Asparagus officinalis L.) is a vegetable cultivated for the production
of shoots (spears) of great interest in international markets. However,
conventional culture methods are not sufficient to meet this demand, so that the
propagation in vitro is presented as a viable alternative to increase production.
Currently, there isn't an efficient protocol for the propagation in vitro of
asparagus and the main reason is the plant material used as explant. Therefore,
the aim of this study is to establish an efficient method for the propagation in
vitro of asparagus by direct organogenesis through rhizome buds. In vitro
rhizomes were evaluated and characterized in the establishment (FE),
multiplication (FM) and acclimatization (FA) stages. We found for FE that 36%
sterilized explants and 72% green coloration tissue using the disinfectant
treatment B. In the FM observed an average yield of 27 shoots/rhizome at 21
days in vitro establishment in a medium supplemented with sucrose treatment C
(p <0.05) without phytohormones. The B treatment BAP inducing the formation
of the highest number of shoots (mean shoot number per explant =30.7), but
caused reduced growth of shoots and vitrification. The temperature of 35 ° C
increased shoot production and decreased the time of activation of the
vegetative buds (p <0.05). In the FA the percentage survival of rhizomes was 95
under greenhouse conditions. This protocol suggesting an efficient method for

the production of in vitro rhizomes, as time and production costs were reduced.

Keywords: asparagus, propagation in vitro, direct organogenesis, vegetative

buds, rhizome.
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INTRODUCCION

El esparrago (Asparagus officinalis L.) es una planta herbadcea que se
caracteriza por ser una especie perenne, monocotiledonea y dioica que crece
en climas templados y subtropicales (Grubben y Denton, 2004). La importancia
de esta especie radica en que es la Unica de su género cultivada como hortaliza
para la produccion de turiones, que son considerados un alimento gourmet
debido a su sabor exquisito y sus propiedades nutricionales (Pamplona, 2006;
Delcid, 2011). Los turiones se desarrollan a partir de yemas vegetativas que
conforman el rizoma, un tallo modificado que actia como unién entre el sistema
radical y la parte aérea de la planta (Lépez y Cointry, 2008). Por lo anterior, el
cultivo de esta hortaliza es de gran interés en mercados internacionales tales

como Estados Unidos, Canad4, Japon y Europa (Navarro y Lépez, 2002).

La plantacion de esparrago se realiza mediante propagacion por semillas
y trasplante del rizoma. No obstante estos métodos convencionales no son
suficientes para satisfacer la demanda del mercado debido a que la siembra
directa por semilla genera cultivos heterogéneos y resulta un proceso arduo que
requiere de 3 afios desde el comienzo del programa hasta la obtencion de la
semilla comercial y por otra parte, la division vegetativa del rizoma favorece la
transmision de enfermedades por hongos y bacterias, siendo a la vez una
practica lenta cuando se requiere un gran numero de plantas (Asprelli et al.,
2002; Valenzuela y Lépez, 2011). Ademas, es un cultivo que demanda gran
cantidad de agua para obtener buenas producciones, el cual es un elemento
escaso en la region y por otro lado costoso debido al alto consumo de energia
en su extraccion de pozos profundos (Fimbres y Mollinedo, 2005). Por tal
motivo, la propagacion in vitro se presenta como una alternativa para

incrementar la produccion de esparrago, generar individuos de mejor calidad y



rendimiento, tener disponibilidad de material vegetal en todas las épocas del
afno y garantizar plantas libres de enfermedades.

La propagacion in vitro mediante organogénesis directa es una de las
técnicas mas utilizadas para la produccion de esparrago que consiste en
generar clones o copias de genotipos especificos (Caro et al.,, 2010). Sin
embargo, las metodologias que se utilizan actualmente se consideran lentas e
ineficientes debido a que pueden presentar bajos porcentajes de regeneracion
de plantas y formacion de raices, largos periodos de cultivo y dificultad técnica.
Estas desventajas se atribuyen al material vegetal que se utiliza como explante
gue generalmente son semillas, secciones nodales y meristemos apicales del
turién (Desjardins, 1992; Asprelli et al., 2002; Duangpaeng et al., 2003; Pontarol
y Camadro, 2005; Bojnauth et al., 2010; Fazelzadeh et al., 2013).

Una alternativa viable es utilizar como explante yemas vegetativas del
rizoma para la induccioén y produccion de rizomas in vitro, ya que ofrece una
mejor regeneracion de plantas y capacidad para la formacion de raiz debido a la
presencia de un mayor numero de meristemos en la superficie del explante y
tejido de parénquima en la base. Por lo tanto, el propdsito de este estudio fue
establecer un protocolo eficiente de propagacion in vitro de esparrago por
organogénesis directa a través de yemas del rizoma que permita incrementar la
produccion de plantas elite de espéarrago. Los objetivos especificos fueron
establecer un método eficiente de desinfeccion, optimizar el medio de cultivo
para un eficiente establecimiento, multiplicacion y enraizamiento de rizomas in

vitro y determinar las condiciones optimas de aclimatacion en invernadero.



ANTECEDENTES

El Esparrago y sus Generalidades

Caracteristicas y posicion taxondémica

El esparrago es una planta de origen europeo, que se conoce desde épocas
antiguas y es cultivada desde hace 2000 afios, formando parte de la
alimentacion del ser humano debido a su delicado sabor y sus propiedades
nutricionales. Llegé a América en el siglo XVII, traida por los espafioles. Es una
planta vivaz, que puede permanecer en el suelo por varios afios, y cuya parte
aprovechable son las yemas de los tallos denominados turiones (Fernandez y
Bafion, 1992).

Etimolégicamente esparrago proviene del latin Asparagus, del griego
“Asparagos” y del persa Asparag que significa "brote". El esparrago pertenece a
la familia Liliaceae y se denomina botanicamente Asparagus officinalis L.
(Fernandez y Bafion, 1992). Es una planta herbacea perenne que se
caracteriza por ser una especie monocotiledénea (Grubben y Denton, 2004). Es
originario de la region oriental del Mediterraneo y Asia Menor y crece de manera
natural en climas templados y subtropicales, siendo la Unica especie de su

género cultivada como hortaliza (Ornstrup, 1997).

El esparrago es de naturaleza dioica, hay plantas con flores masculinas y
plantas con flores femeninas (Fernandez y Bafion, 1992). Las plantas
masculinas son mas productivas en turiones que las plantas femeninas, esto es
l6gico que ocurra, ya que las plantas femeninas en la formacion de flores, frutos
y semillas utilizan buena parte de las reservas, que en el caso de las plantas
masculinas acumulan dichas reservas en las raices para la préxima produccién
de turiones. Las plantas masculinas son también mas precoces y longevas que
las hembras (del Pozo-L, 1999; Lépez y Cointry, 2008).



Morfologia

La planta del esparrago est4d compuesta por una parte subterranea y una parte
aérea. La parte subterranea esta formada por un rizoma y el sistema radical,
gue en conjunto forman lo que se denomina “corona”, “garra” o “arana”. La parte
aérea se denomina helecho o follaje y la constituyen tallos erectos y hojas
modificadas. Esta estructura es donde se desarrollan las flores y los frutos (del
Pozo-L, 1999). Benages-Sanahuja (1990) sefala que la parte aérea, cumple la
funcidbn de convertir sustancias quimicas en materia organica para poder
elaborar las reservas necesarias que durante el siguiente afio posibilitaran la

produccion de turiones.

El rizoma es un tallo modificado que actia como unién entre el sistema
radical y la parte aérea de la planta. Este posee dos tipos de raices: unas
carnosas y gruesas que pueden alcanzar hasta mas de un metro de
profundidad y cuya funcion es almacenar los carbohidratos y, otras fibrosas,
que son delgadas y cortas, cuya funcion es la absorcion del agua y nutrientes.
En el rizoma se forman, ademas, grupos de yemas vegetativas, ubicadas en el
apice de crecimiento, de donde se desarrollan los turiones o esparragos (del
Pozo-L, 1999; Lépez y Cointry, 2008; Watson y Dallwitz, 1992). Estos turiones
constituyen el producto aprovechable para el consumo humano y se
caracterizan por presentar bracteas que se encuentran en el apice formando la
cabeza que posteriormente se abre para dar paso al sistema foliar. Estos tallos
tiernos son los futuros tallos ramificados de la planta (Fernandez y Bafion, 1992;
Grubben y Denton, 2004).

Las flores son de color blanco-verdoso con forma de campana, de 5-8
mm las femeninas y 3-5 mm las masculinas. El proceso de polinizacion es de
tipo entomdfilo (del Pozo-L, 1999). El fruto es una baya de 8 mm de diametro
color rojo y cada uno de los cuales contiene de 1 a 2 semillas redondeadas
color negras de 3-4 mm (Delgado, 2007) con un poder germinativo superior al
85%. Por cada 100 g hay alrededor de 5,000 semillas y estas dan origen a la
corona (Figura 1) (CIREN, 1987).
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Figura 1. Morfologia de Asparagus officinalis L. (Masclef, 1891).



Propiedades y usos

El esparrago es un producto natural de textura carnosa y firme, un aroma
intenso con un sabor ligeramente dulce que requiere exposicion a la luz solar
para obtener un color verdoso. Esta hortaliza es considerada como un alimento
gourmet por su sabor exquisito y propiedades nutricionales (Delcid, 2011).
Desde el punto de vista nutritivo es uno de los alimentos mas bajos en calorias
con sélo 23 kcal/100 g. Esto se debe a su casi total carencia de grasas y su
escaso aporte en hidratos de carbono. No obstante, es una de las hortalizas
mas ricas en proteinas con 2.28 ¢g/100 g, cantidad que se aproxima a la
espinaca (2.86%) (Pamplona, 2006).

Ademas de sus cualidades alimenticias, se le atribuyen tradicionalmente
propiedades medicinales, ya que el esparrago tiene un efecto diurético y laxante
suave por su alto contenido en fibra. Asimismo se ha utilizado como ténico para

tratar neuritis, reumatismo, antihemorragico y anticancerigeno (Delcid, 2011).

El Cultivo de Espéarrago en Sonora

La plantacién se lleva a cabo mediante dos métodos, siembra directa por
semilla y en menor cantidad a través de trasplante de rizoma; en caso de utilizar
la siembra directa puede realizarse en los meses de septiembre a marzo y el
trasplante se lleva a cabo de enero a marzo (Valenzuela y Lopez, 2011). La
duracion econdémica del cultivo puede ser de hasta 15 a 20 afios con un buen
manejo (del Pozo-L, 1999; Castagnino et al, 2012) y llega al maximo de
produccion a los 4 6 5 afos, dependiendo del tamafio de los rizomas al

momento de la plantacion (Asprelli et al., 2002).



El desarrollo y crecimiento del esparrago conlleva tres ciclos:

Primer ciclo de crecimiento: Cada planta se forma a partir de semillas que

emergen en primavera. Durante la germinacion se rompe la testa de la semilla'y
emerge la radicula. La emergencia corresponde a la aparicion del brote aéreo.
Posteriormente en estado de plantula se diferencian y comienzan a desarrollar
el rizoma, y los sistemas radiculares adventicios y fibrosos. A partir de las
yemas vegetativas, que se han diferenciado en el rizoma, se desarrollan nuevos
brotes aéreos los que crecen y se expanden dando origen al follaje (del Pozo-L,
1999).

En el verano el follaje se compone de varios helechos los que contindan
creciendo hasta el final de esta estacion, igual que el rizoma. También durante
el verano se diferencian nuevas yemas vegetativas en el rizoma, las que
permaneceran como tal hasta la proxima temporada de crecimiento. La etapa
reproductiva se inicia con la aparicion de las primeras floras y luego se forman
los frutos que maduraran a fines del verano. Durante el otofio ocurre la
senescencia del follaje y se inicia el receso invernal del espéarrago (del Pozo-L,
1999).

Sequndo_ciclo de crecimiento: Las yemas vegetativas siguen brotando,

emergen y crecen los turiones (tallos), formandose nuevamente el follaje.
Durante este ciclo no hay cosecha de turiones y lo que se pretende es que se
desarrolle el follaje, aumente la biomasa del rizoma y del sistema radicular de
reserva de manera que se acumulen suficientes carbohidratos y se diferencien
un gran numero de yemas vegetativas en el rizoma. El follaje puede alcanzar
hasta 2 m de altura. El periodo reproductivo es similar al primer ciclo, pero se
producen un namero mayor de flores y de frutos por planta. En otofio se
produce la senescencia del follaje y las plantas entran nuevamente en receso
(del Pozo-L, 1999).



Tercer ciclo de crecimiento: Se inicia con la brotacion de turiones en primavera

y se efectla la cosecha de turiones. Al término de la cosecha los turiones que
guedan crecen y se expanden dando origen al follaje. La produccion de flores y
frutos es similar a la del segundo ciclo, lo mismo que la senescencia del follaje y

el posterior receso invernal (del Pozo-L, 1999).

Después del tercer ciclo, en la region de Caborca, Sonora se realiza la
cosecha de forma anual. Aproximadamente en octubre-noviembre una vez que
inicia la senescencia del follaje y disminuye la temperatura se limita el riego del
cultivo para que las reservas almacenadas en el follaje se dirijan al rizoma. En
diciembre, cuando se da el cambio en la coloracién del follaje, este se corta y
quema lo cual induce la activacién de yemas vegetativas por el aumento de la
temperatura (Gutierrez com. pers., 2014). La cosecha se realiza de forma diaria,
iniciando la ultima semana de diciembre hasta la segunda y tercera semana de
abril, y se cosechan los turiones que tienen un largo de 20 a 25 cm (de la base

a la punta de color verde) (Grubben y Denton, 2004; Valenzuela y Lépez, 2011).

Produccién

La produccion de esparragos se ha constituido durante los ultimos afios en una
actividad con un creciente auge por ser un producto con un nivel preferencial en
el mercado internacional que le permite obtener elevados beneficios, dado el
incremento de su consumo y la variedad de preparaciones. A nivel mundial, el
cultivo del esparrago es de gran importancia econdémica siendo su superficie
cultivada similar al de otras hortalizas como ajo, pimiento, zanahoria o
berenjena. Segun la FAO en el 2014 la produccion mundial de esparrago fue de
8,301,482 t, siendo China el mayor productor con 7,353,200 t, seguido de Peru
con 376,645t (Cuadro 1y 2).



México ocupa el tercer lugar en produccién con 119,789 t obtenidas de
una superficie de aproximadamente 16,233 ha (FAO, 2014) (Cuadro 1y 2). A
nivel nacional la produccion se concentra en los Estados de Baja California,
Baja California Sur, Guanajuato y Sonora, destacando este ultimo por ser el
principal productor de espéarrago, una producciéon media de 84,022 t con una
superficie de cosecha en promedio anual de 10,880 ha que se comercializan
casi en un 90% en el mercado internacional, generando una importante
cantidad de jornales y de divisas para la region y el pais (OEIDRUS, 2009;
SIAP, 2014).

La principal region productora de Sonora se localiza en Caborca, con un
poco mas del 60% de la produccion estatal (46,175 t) y actualmente se
encuentran establecidas alrededor de 7,000 ha que generan aproximadamente
1,636 millones de pesos (INIFAP, 2010; Valenzuela y Lépez, 2011). Las
caracteristicas edafoldgicas y el clima desértico de la zona le imprimen una
calidad especial al producto, haciendo que este cultivo alcance un excelente
desarrollo vegetativo. Esto se representa en una planta vigorosa que se refleja
en altas producciones debido a que este cultivo requiere temperaturas calientes
durante el dia y frias en la noche, asi como baja humedad relativa (Valencia,
2007; Valenzuela, 2011).

Por otra parte, la utilizacion de tecnologia de punta, el seguimiento de
normas de inocuidad y el ajustarse a buenas practicas agricolas y de
manufactura le ha permitido a sus productores ser competitivos y cumplir con
los estandares de calidad internacionales (Valencia, 2007). En la actualidad el
90% de la produccion se envia a Estados Unidos, Canada, Europa y Japon, el
resto se va al mercado nacional. No obstante de que se produce esparrago de
excelente calidad, las tendencias del mercado se encaminan hacia la
produccion de nuevos cultivares de mayor calidad para satisfacer las
necesidades actuales: individuos de alto rendimiento y mas productivos en menor
tiempo que desarrollen turiones con las caracteristicas exigidas por el mercado en

cuanto a tamafio, grosor y color.



Cuadro 1. Principales paises productores de esparrago (FAO, 2014).

Produccioén (t)

PAIS
2010 2011 2012

China 7,002,657 7,252,903 7,353,200
Peru 335,209 392,306 376,645
México 74,660 85,417 119,789
Alemania 92,404 103,457 102,395
Tailandia 63,108 61,891 65,000
Espafa 50,362 58,421 45,400
USA 36,240 38,100 34,520
Italia 43,973 33,022 29,914

Cuadro 2. Area cosechada de los principales paises productores de esparrago

(FAO, 2014).
Area cosechada (ha)
PAIS
2010 2011 2012

China 1,280,576 1,320,597 1,350,000
Peru 30,896 33,144 33,063
Alemania 18,794 18,611 19,329
Tailandia 16,657 16,558 16,600
México 12,858 14,736 16,233
Espafa 10,178 11,047 10,700
USA 11,330 11,050 10,240

Italia 6,307 5,226 4,881
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Problemética del cultivo

Como se ha analizado hasta el momento el esparrago es una especie que
normalmente se multiplica mediante semillas y en ocasiones por division
vegetativa de su rizoma. La tradicional propagacion por semillas puede producir
plantaciones con una gran variabilidad genética y por lo tanto plantaciones con
una productividad limitada y heterogénea al no presentar todos los individuos
una calidad uniforme (Doré, 1990; Yang y Clore, 1973). La opcién de una
division vegetativa para la multiplicacion del esparrago, tiene habitualmente un
rendimiento bajo, requiere una gran cantidad de mano de obra para su
realizacion y puede favorecer la transmision de enfermedades. Lo anterior hace
que el trasplante por rizoma sea un método poco rentable para las empresas

productoras de esparrago (Corriols y Thévenin, 1979; Ellison, 1986).

Durante muchos afios se intentd incrementar la uniformidad del cultivo
efectuando la plantacibn a partir de porciones de coronas de plantas
seleccionadas obtenidas por division de las mismas. Sin embargo, no se obtuvo
el resultado deseado debido a la susceptibilidad al ataque de hongos y
bacterias, siendo a la vez una practica lenta cuando se requiere un gran numero
de plantas. Por tales motivos, s6lo es posible producir dos o tres plantas por

afio a partir de cada planta madre (Asprelli et al., 2002; Ornstrup, 1997).

En las ultimas décadas se inici6 el desarrollo de técnicas biotecnologicas
como auxiliares en los planes de mejoramiento. Estas han permitido la
obtencion de clones entre plantas selectas multiplicadas por cultivo in vitro
(Corriols y Thévenin, 1979) dependiendo el éxito, de las caracteristicas del
material utilizado como punto de partida (Mufioz et al., 2006). Por ejemplo, se
han realizado estudios de micropropagacion de plantas de importancia
econdémica como de tomate (Apraez et al.,, 2012), manzana (Dobranszkia y
Teixeira, 2010), sandia (Khalekuzzamanl et al., 2012), fresa (Hasan et al.,
2010), pifia (Scherer et al., 2013), platano (Martins et al., 2011), entre otros. Es

por ello que esta investigacion propone la propagacion in vitro por
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organogénesis directa mediante estructuras gemantes del rizoma como una

opcién factible para para la produccion de esparrago.

La Propagacion In Vitro para la Produccion de Esparrago

La técnica de cultivo de tejidos se ha utilizado desde hace 120 afios
aproximadamente en diversas investigaciones. Los primeros informes de cultivo
de tejidos de Asparagus officinalis se remonta a 1945 con los estudios
realizados por Loo (1945). Desde entonces, este sector ha experimentado un
gran desarrollo y se han establecido varios métodos en la regeneracion in vitro
de esparrago: organogénesis directa (Murashige et al., 1972; Hasegawa et al.,
1973; Yang y Clore, 1973), organogénesis indirecta (Reuther 1977) vy

embriogénesis somatica (Takatori et al., 1968).

La propagacion in vitro mediante organogénesis directa es una de las
técnicas mas utilizadas para la produccion de esparrago que consiste en
generar clones o copias de genotipos especificos y se realiza mediante técnicas
como el cultivo de meristemos apicales o de secciones nodales con yemas
axilares del turion (Caro et al.,, 2010). Durante la evoluciébn de Ila
micropropagacion del espéarrago destacan tres metodologias: Murashige et al.
(1972), Yukimasa et al. (1990) y Desjardins (1992), pero todos presentan
generalmente notables desventajas como dificultad técnica, bajo rendimiento,

largos periodos de cultivo, entre otras.

El procedimiento de micropropagacién de esparrago mas aceptado es el
de Desjardins (1992); sin embargo, segun Caro et al. (2010) es un método
utilizable pero lento, no se puede aplicar a todas las especies de esparrago y de
resultados muy erraticos, ya que depende de la induccion y formaciéon de una
estructura gemante adventicia (a partir del yemas axilares o apicales del turion)

y de un enraizado posterior lo que se suele producir de forma impredecible.
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Etapas de la propagacion in vitro

Hartmann y Kester (1994) mencionan cuatro etapas del proceso de
micropropagacion: establecimiento, multiplicacion, pretrasplante y trasplante.
La primera consiste en establecer un explante estéril en un medio de cultivo.
Los factores que afectan esta etapa incluyen la seleccion del explante, la
eliminaciéon de contaminacién y las condiciones ambientales del medio donde
se cultiva. La siguiente fase es la multiplicacion, que tiene como objetivo
incrementar el numero de vitroplantas, para luego ser enraizadas en un nuevo
medio de cultivo. El pretrasplante, también llamado aclimatacion, consiste en
preparar a la plantula para ser llevada a condiciones ex vitro, donde se
promueve la iniciacion de raices y el alargamiento del tallo. Finalmente, esta la
etapa de trasplante que es donde se lleva a cabo la transferencia de las
plantulas aclimatadas a un medio de vida natural o a un campo de cultivo para

su aprovechamiento.

Factores incidentes en la micropropagacion
La propagacién in vitro puede verse afectada por distintos factores tanto

biéticos como abidticos. A continuacion se presentan algunos de ellos:

Planta madre. Segun Murashige (1974) el estado fisiologico de la planta madre
y la época en que el explante es extraido pueden afectar el potencial
organogenético. En el caso del esparrago es preferible utilizar plantas
masculinas por ser mas productivas y resistentes a enfermedades, respecto de
las plantas femeninas. El potencial productivo y calidad de este -cultivo
dependen de la interaccién del genotipo con el ambiente y del manejo recibido,
por lo que es importante efectuar una adecuada eleccién del individuo que
servirhA como planta madre, con la finalidad de obtener clones elite que
desarrollen un alto rendimiento en numero y peso medio de turiones
(Castagnino et al., 2012; Cointry et al., 1996; Gatti et al., 2000; Milanesi et al.,
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2008). Por lo tanto, las clonas elite de esparrago deben presentar reducida e
inclusive ausente variabilidad genética, ya que un individuo con esta
caracteristica presenta la ventaja de brindar un producto homogéneo, aunque el
ambiente de cultivo puede modificar la expresion de algunos caracteres
(Castagnino et al., 2012).

Explante. La edad fisiologica del explante tiene una gran influencia en la
morfogénesis. Si el tejido es mas joven y menos diferenciado al sembrar, mejor
sera la respuesta que tenga al ser cultivado en condiciones in vitro. En la
seleccién se toma en cuenta el tipo de propagacion que tenga la planta. Para
especies propagadas de forma vegetativa, la fuente de los explantes son los
brotes jévenes y los apices meristematicos; por otra parte, el tamafo del
explante también juega un rol importante en la respuesta que se tenga en el

cultivo in vitro (Becerra, 1999).

Diferentes procedimientos han sido descritos para Asparagus officinalis a
partir de distintos tipos de explantes tales como hipocétilos (Willmar y
Hellendoorm, 1968), yemas terminales (Kunitake et al., 1996), tallos (Reuther,
1977; Saito et al., 1991), anteras (Mufioz et al., 2006; Peng y Wolyn, 1999),
meristemos apicales de turiones (Asprelli et al., 2002), secciones nodales con
yemas axilares (Duangpaeng et al., 2003; Pontaroli y Camadro, 2005; Yang y
Cloré, 1.973) y embriones somaticos (Bojnauth et al., 2003; Limanton-Grevet et
al., 2000; Stajner et al., 2002; Kunitake y Mil; 1998).

No obstante, la aplicacion de los explantes mencionados tiene la
desventaja de ser un método lento e ineficiente y no valido para todos los
genotipos. Todos estos métodos implican la inducciéon adventicia de una zona
meristematica in vitro a partir de un explante de seccion nodal del turién, apice
del turién o alguno de los anteriores y es el cuello de botella de los métodos de
Yang y Cloré (1974), Chin (1982), Khunachack et al. (1987), Yukimasa et al.
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(1990) y Desjardins (1992); y es también, el principal problema a resolver de

cualquier tipo de micropropagacion de espéarrago.

Asimismo, al utilizar los meristemos apicales o las yemas laterales del
turidbn para la propagacion clonal de esparragos generalmente se producen
individuos delgados, con raices débiles o incluso ninguna formacion de la raiz
(Chin y Khunachak. 1984; Shigeta et al., 1996). Por ejemplo, el método de
Desjardins (1992) que utiliza secciones nodales del turion requiere de 4 a 14
meses para obtencién de plantulas por lo que es considerado un método
utilizable, pero muy lento. En el estudio de Asprelli et al. (2002), se usé como
explante el meristemo apical del turion y reportan porcentajes muy bajos de
vastagos y raices desarrolladas. Se analizaron 10 genotipos, donde s6lo una de
ellos present6 un porcentaje de desarrollo de vastagos de 66.7%, mientras que
en el resto de los genotipos hubo un desarrollo menor que oscilé entre 0 y
28.6%. Para el enraizamiento de plantulas, sélo el 22.2% desarroll6 raiz en dos

genotipos diferentes y en el resto no se observé la presencia de raiz.

En otro estudio se utilizaron como explante tanto los meristemos apicales
del turion como las secciones nodales (Bojnauth et al., 2003). Se realizaron
cinco tratamientos con diferentes concentraciones de hormonas para cada tipo
de explante y se observd una mayor regeneracion de plantulas a partir de
explantes con meristemos apicales. El méaximo numero de plantulas
regeneradas fue de siete y se obtuvo a partir de explantes de secciones
nodales. Sin embargo, en este tipo de explante sélo hubo desarrollo de
plantulas en dos de los tratamientos, mientras que el 80% de los tratamientos

con meristemos apicales present6 de 3.5 hasta 6 plantas regeneradas.

Las anteriores investigaciones muestran largos tiempos y bajos
porcentajes de produccion de plantulas de esparrago, por lo cual estos métodos
son poco eficientes para la propagacion masiva, sin embargo, proporcionan un
punto de partida para futuras investigaciones. Una alternativa es utilizar como
explante yemas vegetativas ya preexistentes en el rizoma donde las raices se

forman a partir de un tejido de parénquima que se conserva en la parte basal
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del rizoma que se utiliza como explante, lo que podria ser eficiente para la
micropropagacion clonal de las plantas (Caro et al., 2010). Si se utiliza el rizoma
como fuente de explantes se debe considerar que el tamafio de las yemas esta
positivamente correlacionado con el tamafio de los turiones (Nichols y Woolley,
1985). Por ello, se deben seleccionar rizomas de buena calidad caracterizados
por la presencia de raices bien formadas, yemas grandes y sin heridas ni
evidencia de ataque de hongos, ya que a partir de esta parte de la planta se
haré el establecimiento (CIREN, 1987).

Otra de las limitantes que se ha presentado para el establecimiento in
vitro del espérrago son los altos porcentajes de contaminacion debido a las
enfermedades que atacan al cultivo en sus diferentes etapas fenoldgicas. Las
enfermedades de mayor incidencia en la region de Sonora son fusariosis
(Fusarium spp.), tizén (Cercospora asparagi), mancha purpura (Stemphylium
vesicarium) y roya (Puccinia asparagi). Desafortunadamente no existen
cultivares altamente resistentes y los tratamientos quimicos no son tan exitosos
(Milanesi et al., 2008; Valenzuela y Loépez, 2011). En un estudio de
micropropagacion de esparrago realizado por Asprelli et al. (2002) se analizaron
10 genotipos de esparrago blanco y verde y so6lo en uno de los genotipos no se
presentd ningun tipo de contaminacion. Para el resto de los genotipos el
porcentaje de explantes contaminados fue de entre 10 y 100%. Por lo tanto, la
desinfeccién es considerada el otro gran reto de la micropropagacion del

esparrago.

Medio de cultivo y fitohormonas. La composicién quimica del medio de cultivo
es un factor importante en la morfogénesis. Este se compone de macro y
microelementos, aminoacidos, vitaminas, fitohormonas, carbohidratos y un
gelificante (Seemann, 1993). No existe un medio de cultivo universal a ser
utilizado en la propagacion de plantas in vitro, sin embargo, el medio basal MS
propuesto por Murashige y Skoog (1962) ha sido el mas empleado para esta

técnica.
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La aplicacion de balances hormonales en el medio de cultivo, estimulan
la formacion de nuevas estructuras. Una adecuada mezcla de auxinas y
citosinas controlan la regeneracion de tallos y raices ya que la respuesta
organogénica varia en funcion de la suplementacion de los medios basales. Las
auxinas promueven la diferenciacion de callo, el crecimiento de cultivo de
células en suspension y de raices, mientras que las citocininas que estimulan la

division celular y la diferenciacion de brotes (Seemann, 1993).

Para el establecimiento in vitro de esparrago se han reportado diferentes
tipos y concentraciones de fitohormonas. En investigaciones recientes,
Duangpaeng et al. (2003) evaluaron el efecto del acido naftalénacético (ANA) y
6-bencilaminopurina en la formacion de érganos de espéarrago. Sus resultados
indican que bajas concentraciones de BAP (0.05 y 0.1 mg/L) son necesarias
para la formacion de brotes, mientras que ANA no tiene un efecto significativo
en la formacion de estas estructuras, pero en bajas concentraciones (0.05y 0.1
mg/L) mejora el efecto de BAP. Durante este experimento no se observo la
formacién de raiz. Sin embargo, en otros estudios se ha reportado que el
ancymidol induce el desarrollo de la raiz (Asprelli et al., 2002; Shigeta et al.,
1996).

Por otra parte, Caro et al. (2010) mencionan que la combinacion de 0.5
mg/L de ANA mas Kinetina 0.7 mg/L, mas 2 mg/L de ancymidol, con 60 g/L de
sacarosa generd los mejores resultados en dos genotipos de esparrago
estudiados. Se observo un porcentaje de explantes con brotacion de 90 y 85 %
para cada genotipo con un numero medio de brotes de 2.7 y 1.2 y un numero
medio de raices de 5.5 y 4.4, respectivamente. La longitud media de la los
brotes fue de 6.6 y 7.2 y la de las raices 6.8 y 7.5 en cada genotipo.

Para la formacion de tallos, brotes y raices de esparrago, ademas de
ANA, BAP y ancymidol, se propone el uso de otras fitohormonas como el acido
indolacético (AIA), el acido indolbutirico (AIB) y el acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) (Benmoussa et al., 1996; Bojnauth, 2003; Limanton-Grevet et al., 2000).
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Factores fisicos. La organogénesis puede ser afectada por distintos factores
abioticos como lo son luz, temperatura, humedad relativa y, consistencia y pH
del medio de cultivo. La temperatura de incubacién para la mayoria de las
especies propagadas fluctia entre los 24 y 28 °C. La luz, que también cumple
un rol determinante en el crecimiento y desarrollo del explante, esta involucrada
en la diferenciacion de 6rganos. Los componentes que afectan al explante en
cuestion son la intensidad, el fotoperiodo y su calidad (Hartmann y Kester,
1994).

Situacion Actual de la Propagacion In Vitro en Sonora

A pesar de que existen diferentes técnicas de micropropagacion de esparrago
se debe considerar que estos métodos no se pueden utilizar para propagar
vegetativamente todas la variedades y lineas genéticas de la especie
Asparagus officinalis, ya que la respuesta de la planta esta determinada por las
condiciones agroclimaticas de la zona de produccion, es decir, las metodologias
son especificas para las diferentes variedades de esparrago. Por otra parte, los
meétodos existentes no son eficientes, son lentos y no son utilizables a nivel de
propagacion comercial, por su dificultad técnica, escaso rendimiento y/o coste
final (Caro et al., 2010; Desjardins, 1992).

Por lo anterior, la aplicacion de la propagacion in vitro por organogénesis
directa mediante yemas del rizoma puede ser una opcion viable para aumentar
la produccion, tener disponibilidad de material vegetal en todas las épocas del
afio y mejorar la calidad del cultivo del esparrago en Sonora. Para que este
protocolo de micropropagacion sea eficiente se necesita reducir los tiempos y
costos de produccion in vitro, pero sobre todo producir lineas clonales elite de
esparrago con altos porcentajes de brotacion, enraizamiento y aclimatacion.
Para esto, se propone la produccién de rizomas in vitro, es decir, el objetivo no
es producir vitroplantas de esparrago, sino inducir el desarrollo de plantulas en
la fase de aclimatacion a partir de rizomas obtenidos en las fases de

establecimiento y multiplicacion. De esta manera, se considera habra una

18



mayor regeneracion de plantulas, ya que el rizoma in vitro estara compuesto por
varios centros meristeméaticos y, una mayor eficiencia para la formacién de raiz,
debido a que este tejido es el que de forma natural desarrolla el sistema

radicular en la planta.
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HIPOTESIS

El uso de yemas vegetativas del rizoma para la produccion de rizomas in vitro
ofrece una mejor regeneracion de plantas y capacidad para la formacion de raiz
debido a la presencia de un mayor numero de meristemos en la superficie del

explante y tejido de parénquima en la base.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Establecer un protocolo de propagacion in vitro de esparrago (Asparagus
officinalis L.) por organogénesis directa a partir de yemas del rizoma.

Objetivos Especificos

1. Establecer un método eficiente de desinfeccion de yemas del rizoma en
la fase de induccién.

2. Optimizar el medio de cultivo para un eficiente establecimiento,

multiplicacion y enraizamiento de rizomas in vitro.

3. Determinar las condiciones Optimas para la aclimatacion de rizomas.
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MATERIALES Y METODOS

Seleccion y Colecta del Material Bioldgico

El material vegetal utilizado fueron rizomas de esparrago variedad Early
California proporcionados por una plantacion comercial en el municipio de
Caborca ubicado al noroeste de Sonora (Figura 2). En el area de cultivo de
esparrago se seleccionaron plantas madre vigorosas y aparentemente libres de
enfermedades con buena produccién de follaje o brotes. Los rizomas se
transportaron al laboratorio de Micropropagaciéon del CIAD para su

procesamiento.

Plantacion
comercial de

esparrago
ol PRI

Figura 2. Localizacion de la plantacién comercial de esparrago en Caborca,
Sonora, México. Fuente: INEGI. Marco Geoestadistico Municipal 2010, version
5.0.
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Obtencion del Explante

Como explante se utilizaron yemas vegetativas extraidas del rizoma de
esparrago. A los rizomas se les elimind el exceso de suelo, tallos aéreos y
raices, asi como material necrético y fueron cortados en secciones de yemas
mas pequefas. Este material se lavo con agua destilada y detergente comercial
para garantizar el desprendimiento de polvo y otras impurezas. Durante los
enjuagues con agua destilada jabonosa se redujo el tejido en grupos de yemas
mas pequenos, las cuales se lavaron en un solucion desinfectante de hipoclorito
de calcio (Ca(ClO)?) al 40% por 30 min, después recibieron 3 enjuagues con
agua destilada estéril y se realiz6 otra reduccién del tejido donde se eliminaron
las bracteas mas superficiales. El explante estaba compuesto por una a seis
yemas apicales con varias bracteas y un trozo de tejido parenquimatico en la
base de dicha(s) yema(s) de donde se formaron los meristemos de raiz y

primordios radiculares (Figura 3).

A B

Figura 3. A) Aspecto del rizoma compuesto por brotes y raices. B) Aspecto del
conjunto de yemas del rizoma, limpios y preparados para la primera
desinfeccion.
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Medios de Cultivo

Para la preparacion de los medios de cultivo se emple6 como medio basal en
todos los experimentos las sales Murashige y Skoog (MS) (1962) modificadas y
se definieron las concentraciones hormonales de auxinas y/o citocininas de
acuerdo a la fase en estudio (establecimiento y multiplicacién). Una vez
preparados los medios de cultivo, el pH se ajustd a 5.75 con KOH 1 molar (M) o
HCI 1 M. El medio de cultivo se vacio en frascos de vidrio colocando 25 mL en
cada uno para la fase de establecimiento y en cajas magenta con 50 mL en la
fase de multiplicacion y se esterilizaron en autoclave durante 20 min a 121 °Cy
15 Ib de presion. Posteriormente se dejé solidificar el medio a temperatura

ambiente.

Siembra In vitro

Bajos condiciones asépticas en una camara de flujo laminar (LABCONCO ®
Purifier™ Clean Bench. USA) se sembré un explante por frasco y/o caja
magenta en medio de cultivo MS modificado, se colocaron tapones de
polipropileno y se sellaron con parafilm. Durante las diferentes etapas de los
experimentos, los cultivos se mantuvieron en un cuarto de crecimiento con
fotoperiodo de 12 h suministrado por tubos fluorescentes a una temperatura de
25+2 °C.
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FASE 1: Establecimiento

Desinfeccion de explantes

Una vez obtenidas las yemas vegetativas se realiz6 la primera desinfeccion
sumergiendo los explantes en una solucion fungicida y se redujeron bracteas y
zonas de tejido dafiado. Después se llevo a cabo la segunda desinfeccion
donde las yemas vegetativas fueron tratadas con una solucion fungicida-
bactericida para ser finalmente lavadas en condiciones asépticas. En la caAmara
de flujo laminar (LABCONCO ® Purifier™ Clean Bench. USA) se practicé una
tercera desinfeccién con una solucion de NaClO al 30% durante 25 min y se
realiz6 un ultimo corte de las yemas vegetativas donde se retir6 el tejido dafiado
por el tratamiento de desinfeccion para la posterior siembra del explante.
Después de aplicar cada solucidén desinfectante el tejido recibi6 tres enjuagues
sucesivos con agua destilada estéril para eliminar los residuos. Se evalué el
efecto de dos dosis (A y B mL L™) del desinfectante 1 y desinfectante 2
respectivamente, en un tiempo de exposicion de 10 min cada uno (Figura 4).
Las caracteristicas de cada desinfectante se observan en el Cuadro 3.

Los explantes se sembraron de forma individual en 25 mL de medio de
cultivo Murashige y Skoog (1962) (MS) modificado, adicionado con sacarosa
comercial y agar-agar (AGARMEX, MEX). Los explantes se mantuvieron por 30
d en el cuarto de crecimiento bajo condiciones controladas a 25+2 ° C, 80% de
humedad relativa y fotoperidos de 12 h luz blanca. Se evalué el porcentaje de
explantes contaminados, tipo de contaminacion (bacteria y hongo), porcentaje

de explantes con brotacion y coloracién verde en el tejido.
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Cuadro 3. Desinfectantes comerciales utilizados para el proceso de
desinfeccién de yemas vegetativas de rizomas de espérrago.

Desinfectante Nombre Accion Ingrediente | Porcentaje
comercial activo en peso
1 HEADLINE™ | Fungicida | Pyraclostrobin: 23.6%
Metil N-{2-[1-
Fabricante/ (4-Clorofenil)-
Formulador: 1H-Pirazol-3-il]
BASF oximetil]fenil}
(N-metoxi)
carbamato
2 CUPERTRON | Fungicida- | Oxicloruro de 13.18%
Bactericida cobre
Fabricante/
Formulador:
ARYSTA-
GMB

BASF: BASF S.A. The Chemical Company

ARYSTA-GBM: ARYSTA-Grupo Bioguimico Mexicano
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FASE 2. Multiplicacion

Los rizomas in vitro originados de los explantes fueron transferidos a medio
nutritvo MS modificado adicionado con sacarosa comercial, agar-agar
(AGARMEX, MEX) y gelano Gelzan™ CM (Sigma, USA), sin concentracién

hormonal y ajustado a un pH de 5.75 cada 45 d.

Experimento 1. Efecto del tamafio del rizoma en la produccién de brotes.

Se seleccionaron aleatoriamente cuatro rizomas in vitro con un area superficial
de 1, 2, 3, 4 y 6 cm?, respectivamente, para un total de 20 rizomas y cinco
tratamientos. Se cultivaron en medio de cultivo MS modificado adicionado con
sacarosa comercial, agar-agar (AGARMEX, MEX) y gelano Gelzan™ CM
(Sigma, USA), sin la adicion de reguladores de crecimiento. Se cortaron los
brotes de cada rizoma in vitro hasta la base y se realizaron evaluaciones del

namero y tamafio de los brotes (cm) cada tercer dia durante 21 d.

Experimento 2. Efecto de la sacarosa en la produccion de brotes.

Se seleccionaron aleatoriamente 28 rizomas in vitro de 1 cm®y se cultivaron en
medio nutritivo MS modificado con agar-agar (AGARMEX, MEX) y gelano
Gelzan™ CM (Sigma, USA), complementado con A, B, Cy D g L™ de sacarosa
comercial para un total de cuatro tratamientos con siete rizomas in vitro cada
uno. Se cortaron los brotes de cada rizoma in vitro hasta la base y se realizaron
evaluaciones del niumero y tamafio de los brotes (cm) cada tercer dia durante
21 d.
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Experimento 3. Efecto de BAP (6-bencilaminoapurina) en la produccién de
brotes y enraizamiento.

Se seleccionaron aleatoriamente 28 rizomas in vitro de 1 cm®y se cultivaron en
medio de cultivo MS modificado adicionado con sacarosa comercial, agar-agar
(AGARMEX, MEX) y gelano Gelzan™ CM (Sigma, USA). Se complementé con
cuatro niveles de concentracién de BAP (Sigma): A, B, Cy D mg L. Se
establecieron cuatro tratamientos con siete rizomas in vitro cada uno en un
periodo de cultivo de 21 d. Se cortaron los brotes de cada rizoma in vitro como
en la etapa anterior y se realizaron evaluaciones cada tercer dia del nimero de
brotes, tamafio de brotes (cm), porcentaje de explantes con enraizamiento y

peso fresco (g).

Experimento 4. Efecto de la temperatura en la produccién de brotes y
enraizamiento.
Se seleccionaron aleatoriamente 5 rizomas in vitro sin raiz ni brotes y se

colocaron en una camara bioclimatica (Lab-line ® Biotronette Plant Growth
Chamber, IlI, Estados Unidos) en medio de cultivo MS modificado adicionado
con 30 g L™ de sacarosa comercial y 1.6 g L™ de agar-agar (AGARMEX, MEX)
y gelano Gelzan™ CM (Sigma, USA), respectivamente. Durante 10 d los
rizomas se mantuvieron a 35 °C con fotoperiodos de 12 h, posteriormente se
colocaron en cuarto de incubacion a 25+2 °C con el mismo fotoperiodo y
humedad relativa de 60 a 80% durante 11 d. Esto se llevo a cabo con la
finalidad de imitar el proceso de corte y “quema” del cultivo de esparrago que se
realiza de forma anual en el campo, con lo cual se induce la activacién de
yemas apicales y radiculares. Se evalu6 el niumero de brotes, tamafio de brotes

(cm) y porcentaje de explantes con enraizamiento.
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FASE 3: Aclimataciéon

Se seleccionaron 48 rizomas provenientes de la fase de multiplicacion y
enraizamiento y se dividieron en dos grupos sin y con raiz. Se caracterizaron
los rizomas considerando sus propiedades organogénicas como el area vegetal
(cm?), altura del brote (cm), peso fresco (g), longitud de raiz (cm) y desarrollo de
follaje. Posteriormente, cada grupo se sembr6 en cuatro sustratos diferentes:
sustrato A, B, C y D (Cuadro 4). Previamente, se hizo un analisis fisico y
quimico del sustrato natural. Los rizomas se colocaron en el invernadero y se
regaron cada 3 d con 50 mL de agua potable. Se establecieron cuatro
tratamientos con 12 rizomas cada uno y los 21 d se evaluaron el porcentaje de
sobrevivencia, numero de brotes y tamafio de los brotes (cm). Se registro la
humedad y temperatura diariamente con un sensor HOBO® H08-004-02 (Onset

Computer Corporation, USA).

Cuadro 4. Formulacién de los sustratos para la fase de aclimatacion de

rizomas.
Componente
Sustrato
% Natural % Turba
A 100 0
B 80 20
C 70 30
D 50 50

29



Anélisis de Datos

Para todos los andlisis estadisticos se aplicé un disefio completamente al azar
(DCA) y se empled el programa NCSS 2007 (Hintze, 2007). Para evaluar la
mejor concentracion de desinfectante en la etapa de establecimiento, asi como
el efecto del tamafo del rizoma, la sacarosa, BAP y temperatura en la
produccién de brotes durante la fase de multiplicacion se utilizé un disefio de
una via. En la fase de aclimatacion se uso6 un arreglo factorial 2X4 para evaluar
la altura y los factores estuvieron representados por presencia/ausencia de raiz
y el tipo de sustrato (A, B, C y D). Para la evaluacion de la sobrevivencia se
aplicé la Chi?. Se realiz6 el anélisis de varianza a las variables evaluadas y en
los casos donde fue necesario se utilizo la prueba de comparacién de medias
de Fisher (p<0.05).
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RESULTADOS Y DISCUSION

FASE 1: Establecimiento

Desinfeccion de explantes

Una de las principales limitantes del establecimiento in vitro de esparrago son
los altos porcentajes de contaminacion y el tipo de tejido que se utiliza como
explante. Para este protocolo se observé un porcentaje de contaminacion de
63.34% aplicando el tratamiento B del fungicida Headline y fungicida-bactericida
Cupertron, respectivamente (Figura 4). Esta alta proporcion de explantes
contaminados se debe principalmente a la naturaleza del tejido utilizado, el cual
esta compuesto por yemas vegetativas del rizoma.

El rizoma es un tallo modificado que actia como unién entre el sistema
radical y la parte aérea de la planta y posee raices que pueden arraigar hasta
mas de un metro de profundidad (Fernandez y Bafion, 1992; Grubben y Denton,
2004), es decir, las yemas vegetativas ubicadas en el apice de crecimiento del
rizoma son subterrdneas y por lo tanto estan expuestas al suelo y su biota, lo

por lo que es natural la presencia de hongos y bacterias en el tejido.

La contaminacion estuvo representada en un 53% de hongo y un 47% de
bacteria. Es posible encontrar Fusarium spp., Cercospora asparagi,
Stemphylium vesicarium o Puccinia asparagi, ya que son los principales
agentes que provocan las enfermedades del cultivo de esparrago en la region

de Sonora (Gutierrez com. pers., 2014; Valenzuela y Lopez, 2011).

El porcentaje de contaminacion se considera alto, no obstante también
se observo un 72.73% de explantes con coloracion verde en el tejido, lo cual
indica la capacidad de activacion de las yemas vegetativas para su posterior
diferenciacion (Figura 4). Esto sugiere que el 36.36% de explantes libres de

contaminacion obtenidos con la metodologia propuesta es suficiente para
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establecer una producciéon de rizomas in vitro de esparrago, pero sera
necesaria una mayor introduccioén de material inicial.
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Figura 4. Contaminacién y coloracion verde en el tejido en explantes de rizoma
de espérrago desinfectados con el tratamiento de B de Headline y Cupertron
respectivamente durante 30 d de cultivo in vitro.
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En otros estudios se han reportado bajos porcentajes de contaminacion,
y se debe a que utilizan como explante las secciones nodales o meristemos
apicales del turidon aéreo, es decir, se toma como material de induccion turiones
emergidos del suelo, lo cual disminuye considerablemente la presencia de
microorganismos. No obstante, las técnicas que han utilizado el turibn como
explante se consideran ineficientes debido a que buscan el desarrollo de una
estructura similar al rizoma a partir de estos meristemos axilares y apicales, lo

que conlleva a largos periodos de establecimiento in vitro y aclimatacion.

Por lo anterior, se considera mas efectivo el uso de rizoma como
explante, debido a que éste no sélo se compone de yemas vegetativas, sino de
tejido de parénquima en la base. Esto presenta una gran ventaja frente al uso
del turion, ya que si el propésito de la propagacion in vitro de espéarrago es
obtener rizomas, es mejor utilizar como explante las yemas vegetativas que de
forma natural componen a este estructura de la planta. Esta induccion de
rizoma y subsecuente formacion de raices no ocurre en muchos de los casos
donde se utilizan las yemas vegetativas del turién, mientras que con el uso del
rizoma se garantiza la presencia de yemas radiculares en el parénquima. De

esta manera se disminuye el tiempo del proceso de micropropagacion.

Otra gran ventaja del uso del rizoma como explante, es que el material
vegetal se puede obtener durante todas las épocas del afio, mientras que el uso
del turién esta fuertemente limitado por el componente estacional del desarrollo
del espéarrago, es decir, el cultivo in vitro puede iniciarse en cualquier época del
afo, preferentemente cuando se emiten los turiones en temporada de cosecha
de lo contrario, el muestreo se complica al tener que invertir tiempo en procesar
el follaje y esperar la brotacion. Por lo anterior, las yemas vegetativas del

rizoma reducen los tiempos para el inicio del proceso de micropropagacion.

El uso de estructuras meristematicas del rizoma como explante, ya ha
sido investigado por Caro et al. (2010) quienes reportan un porcentaje de
desinfeccién de 95% para la variedad de esparrago “Morado de Huétor” y 90%

para la variedad “UC-157” aplicando una solucion antioxidante compuesta por
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150 mg L™ de &cido nitrico y 10 mg L™ de é&cido ascérbico, una solucién
fungicida de Benomilo al 0.1% y 0.05% y una solucion de hipoclorito de sodio al
2%. Este valor es superior al obtenido con el presente estudio, por lo cual, para
obtener el procedimiento Optimo de descontaminacion de explantes que
permitan el establecimiento aséptico del material, sera necesario aplicar otros
tratamientos con fungicidas y bactericidas, asi como realizar modificaciones en

los tiempos y frecuencias de exposicion.

La diferencia en el porcentaje de explantes contaminados, puede
deberse al tamafio del explante. Caro et al. (2010) utilizaron yemas vegetativas
de entre 0.4 y 1.0 cm y después del proceso de desinfeccién obtuvieron
explantes de entre 0.1 y 0.3 cm, los cuales se cultivaron de forma
individualizada. En este estudio se propone el uso de explantes de mayor
tamafio (1-2 cm), compuestos por 1-6 yemas vegetativas. Esto sugiere, que el
uso de rizomas de mayor tamafio aumenta la carga microbiana, por lo cual se
observaron altos porcentajes de contaminaciéon. Sin embargo, se considera que
el utilizar un mayor nimero de yemas vegetativas como explante puede
considerarse una ventaja, ya que se garantiza la formacién de rizomas de
mayor area superficial y con mayor regeneracion de turiones y eficiencia para la
formacion de raiz.

En cuanto a lo anterior se conoce que el tamafio de las yemas esta
positivamente correlacionado con el tamafio de los turiones (Nichols y Woolley,
1985). Segun del Pozo-L (1999) el didmetro de los turiones depende del
cultivar, manejo agronomico y vigor de la planta. Dentro de un mismo cultivo,
los turiones mas gruesos son formados a partir de yemas mas grandes. Al final
de la temporada de cosecha, normalmente se obtienen turiones mas delgados,
al parecer, como resultado de una disminucion de las reservas de carbohidratos
en las raices, aunado a que queda un remanente menor de yemas grandes. Por
ello, se deben seleccionar explantes de buena calidad caracterizados por la
presencia de yemas grandes y sin heridas ni evidencia de ataque de hongos
(CIREN, 1987).
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FASE 2. Multiplicacion

Efecto del tamafio del rizoma en la produccién de brotes.

En la Figura 5 se observa que existen diferencias significativas (p<0.05) entre
los rizomas con un area superficial de 1 y 6 cm? con una produccién media de
turiones de 35.75 y 50, respectivamente. Esto indica que existe un efecto del
tamafio del rizoma en la produccion de brotes y que el nimero de brotes esta
influenciado por el mismo proceso de micropropagacion, es decir, el manejo y
corte del explante puede ser determinante en la formacion de turiones al activar
las yemas vegetativas. Segun del Pozo-L (1999) la produccion de turiones
depende de la disponibilidad de recursos que se encuentran en el rizoma, esto
es carbohidratos y numero de yemas principalmente. Finalmente, el nUmero de

yemas por rizoma es lo que determina el nimero potencial de turiones.
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Figura 5. Efecto del tamafio del rizoma en la produccion de brotes de esparrago
a los 21 d de cultivo in vitro. Barras con letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0.05) (n=4).
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Efecto de la sacarosa en la produccion de brotes.

La concentracién C de sacarosa fue estadisticamente superior al resto de los
tratamientos con una produccion media de turiones de 27.14 (p<0.05). El
tratamiento D de sacarosa no mostré diferencias significativas con las
concentraciones Ay B (Figura 6, 7 y 8). Por lo tanto, se recomienda adicionar el
medio de cultivo con la concentracion C de sacarosa, de esta manera se
obtendra mayor produccién de turiones en menor tiempo. Ademas, al utilizar

menor cantidad de este disacérido se reducen los costos de produccion in vitro.
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Figura 6. Efecto de la sacarosa en la produccion de brotes de espéarrago a los
21 d de cultivo in vitro. Barras con letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0.05) (n=7).
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Figura 7. Produccién de brotes de esparrago a los 21 d de cultivo in vitro en los
diferentes tratamientos con sacarosa: A, B, Cy D.
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Dias

Figura 8. Efecto del tratamiento C de sacarosa en la produccién de brotes de espéarrago a los 21 d de cultivo in vitro.
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En el Cuadro 5 se observa la ganancia de peso fresco por efecto de la
sacarosa. EI mayor incremento se presentd con el tratamiento C, que fue
estadisticamente superior al resto de los tratamientos (p<0.05). Esto indica que
la concentraciéon C de sacarosa permite una ganancia de peso del rizoma de
aproximadamente 46% de su peso inicial. Por lo tanto, este tratamiento es ideal
para la produccion de turiones, asi como para aumentar el tamafio del rizoma.
Sin embargo, para una produccién masiva de esparrago se hace evidente la
necesidad de aumentar el factor de multiplicacién del rizoma, por lo cual es
importante evaluar otras estrategias como puede ser el efecto de la

temperatura, auxinas y citocininas o corte de turiones en el rizoma.

Cuadro 5. Efecto de la sacarosa en el peso fresco de rizomas de esparrago a
los 21 d de cultivo in vitro.

Concentracion Peso fresco (g)

sacarosa
(mg L'l) To Ts Incremento
A 0.9608+0.29782  1.1513+0.34572  0.1905+0.06292
B 1.1806+0.2170%°  1.5126+0.2498°  0.3320+0.0789°
C 1.2874+0.1134°  1.8829+0.2274°  0.5955+0.1883°
D 1.0778+0.1805%° 1.3105+0.1885%  0.2326+0.0569%

Los valores representan la media + desviacion estandar. Letras diferentes en cada columna
muestran diferencias significativas (p<0.05) segun la prueba de Fisher (n=7). T,=Tiempo inicial

T=Tiempo final.
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La presencia de azucar en el medio nutritivo, es esencial para el
desarrollo de una planta in vitro debido a que la fotosintesis en estas
condiciones de cultivo, suele ser insuficiente para satisfacer la demanda de
carbono por la planta. Esto, se relaciona con que los tejidos verdes in vitro no
son suficientemente autotréficos, con que la concentracion de CO, en la
atmosfera del recipiente de cultivo no es siempre la mas adecuada y con una
iluminacién insuficiente (Pierik, 1990). En consecuencia, la planta in vitro
necesita tomar carbono del medio de cultivo para satisfacer sus necesidades.
Galiba y Erdei (1986) mencionan que la concentracion de sacarosa en el medio
basal no so6lo es de suma importancia en el crecimiento de las plantas, sino en
la formacion de cloroplastos y en la induccion de brotes, ademas se ha
observado que los cambios en su concentracion producen alteraciones en el
desarrollo de las plantas, los cuales afectan tanto su metabolismo como las
condiciones osmaticas del medio.

Por lo anterior, la sacarosa se adiciona para permitir un rapido
crecimiento heterotréfico, ya que la produccidén de energia y carbohidratos por
la fotosintesis in vitro es muy poca debido a que los niveles de iluminacion en
las habitaciones destinadas a su crecimiento generalmente son bajos y no
garantizan que se desarrolle adecuadamente este proceso (Leifert et al., 1995).
Por lo tanto, los azlcares actian como fuente energética y de carbono y
regulan el potencial osmético del medio. En este sentido, un disacarido como la
sacarosa se convierte (por hidrdlisis) durante la esterilizacion en los
monosacaridos glucosa y fructosa, lo que provoca un cambio en el potencial
osmoético. Por otra parte la sacarosa, en concentraciones del 2 al 4 % (p/v),
constituye la fuente mas utilizada (Cardenas y Villegas, 2002; Ertola et al.,
1994). Estos valores concuerdan con lo reportado en este estudio, lo cual
sugiere que la concentracion optima de sacarosa (tratamiento C) mantuvo el
potencial osmético adecuado para el crecimiento y organogénesis del explante.
Al aumentar la concentracion (tratamiento D) probablemente el potencial
osmotico del medio se hizo mas negativo por la presencia de mayor soluto, lo

gue generd una disminucién en la absorcion de agua, por lo cual el explante
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tiene un contacto menos eficiente con el medio, lo que dificulta la disponibilidad
de macro y micronutrientes y como consecuencia el desarrollo y multiplicacion
de los brotes.

Del mismo modo los resultados de esta investigacion se pueden asociar
con la relacion existente entre la concentracion de azucar en el medio y la
capacidad de fotosintesis del material in vitro y en consecuencia con Ssus
posibilidades de desarrollo. Con respecto a la fotosintesis se sabe que cuando
la concentracibn de sacarosa es elevada, tiende a disminuir la capacidad
fotosintética. Por el contrario, cuando las concentraciones de sacarosa son mas
bajas, se tiende a incrementar y con ello se reducen los cambios fisiolégicos de
la planta para adaptarse al suelo con lo que mejora su respuesta al trasplante
(Conner y Thomas, 1982). Esto se atribuye a una adecuada reduccion de
sacarosa en el medio, lo cual incrementa la capacidad fotosintética de los
brotes debido a que al ser los hidratos de carbono sintetizados productos finales
de almacenamiento, en la fase oscura de la fotosintesis, su falta induce una
mayor actividad fotosintética obligando a la planta a desarrollar mas la parte
aérea para disponer de mayor cantidad de clorofila. No obstante, se pueden
producir otros efectos dependiendo de la especie, variedad, material vegetal,
entre otros factores.

La concentracion efectiva de este carbohidrato utilizada en este estudio
concuerda con lo reportado en otras investigaciones de micropropagacion de
esparrago (Benmoussa et al., 1996; Bojnauth, 2010; Duangpaeng et al., 2003;
Pontaroli y Camadro, 2005; Shigeta et al., 1996; Stajner, 2013), pero difiere con
lo observado por Caro et al. (2010) donde se utiliza el rizoma como explante.
Ellos reportan el uso de 60 g L™ de sacarosa en un medio de cultivo MS para
las variedades de esparrago “Morado de Huétor” y “UC-157" con una
produccion de 1-2 brotes por explante para ambos genotipos. El protocolo
propuesto en la presente investigacion resultd ser mas eficiente, ya que se
obtuvieron valores superiores de produccién de brotes (27.14 brotes/explante)

en un medio adicionado con menos sacarosa.
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Otros azucares capaces de sostener el crecimiento o incrementar la
produccion de metabolitos son glucosa, fructosa, trehalosa, maltosa y lactosa.
Varios investigadores han estudiado la influencia de la fuente de carbono en el
crecimiento y la produccion, observando que el nivel de azlcar puede
influenciar a ambos pero no siempre es previsible su efecto (Ertola et al., 1994).
Mamiya y Sakamoto (2000) estudiaron el efecto de la concentracion y tipo de
azucar (glucosa, fructosa y sacarosa) en embriones somaticos de esparrago y
llegaron a la conclusion de que el crecimiento de brotes esta promovido por las
concentraciones bajas de azlcar (10 g L), mientras que las concentraciones
altas (30 y 50 g L) favorecen el crecimiento de las raices e inhiben el
desarrollo de los brotes. Los tipos de azucar probados no tuvieron un efecto
significativo en el crecimiento de brotes y raices. Sin embargo, las plantas
producidas en medios con concentraciones bajas no sobrevivieron en la etapa
de aclimatacién, por lo que recomiendan el uso de altas concentraciones de
azucar en el medio de cultivo para garantizar la sobrevivencia en invernadero.

En otro estudio se evalud el efecto de la sacarosa en la formacion de
raices de minicoronas de esparrago. Los resultados indican que las raices que
se desarrollan en concentraciones inferiores de sacarosa generalmente son
largas, fibrosas, delgadas y de débil crecimiento, mientras que los efectos
nutricionales de la alta sacarosa estimulan el desarrollo de raices de
almacenamiento engrosadas y mas cortas (Conner y Falloon, 1993). En
comparacién con las anteriores investigaciones, en el presente estudio no se
observo un efecto en la formacion de raiz.

En general, el medio con la concentracion C de sacarosa favorecié el
crecimiento de la parte aérea del rizoma in vitro. Este mayor desarrollo y
crecimiento de los turiones en el explante, no se produjo en el sistema radical,
cuyo desarrollo fue independiente de la concentracion de azucar en el medio y
mas relacionable con la variedad de esparrago. Tampoco se observd ninguna
predisposicién a la vitrificacién del tejido. Por ello, se recomienda evaluar
mayores concentraciones de sacarosa para determinar su efecto en el

enraizamiento de rizomas de esparrago.
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Efecto de 6-bencilaminoapurina (BAP) en la produccién de brotes y
enraizamiento.

La concentracion B de BAP mostré diferencias significativas (p<0.05) con el
resto de los tratamientos con una produccion media de turiones de 30.7.
Mientras que los tratamiento A, C y D fueron estadisticamente iguales (Figura
9). En cuanto al incremento de peso fresco, no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos con BAP y éstos fueron superiores al
tratamiento A (control) (Cuadro 6). Esto sugiere que a mayor concentracion de
BAP se aumenta la produccion de turiones y por ende se incrementa el peso
fresco del rizoma. La presencia de BAP aumenté el peso fresco del rizoma en
81, 89 y 75% de su peso inicial aproximadamente para los tratamientos B, C y
D, respectivamente. Con el uso de este regulador de crecimiento se tiene una
ganancia de peso fresco de hasta 43% mas que sin el uso de fitohormonas. Por
lo cual, la aplicacion de BAP en el medio basal puede aumentar el factor de

multiplicacion del rizoma.
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Produccién media de turiones

A B C D
Concentracion de BAP (mg L)

Figura 9. Efecto de 6-bencilaminoapurina (BAP) en la produccion de brotes de
esparrago a los 21 d de cultivo in vitro. Barras con letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0.05) (n=7).
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Cuadro 6. Efecto de 6-bencilaminoapurina (BAP) en el peso fresco de rizomas
de esparrago a los 21 d de cultivo in vitro.

BAP
(mg L'l) To Tt Incremento
A 1.1288+0.14222  1.6109+0.16022  0.4821+0.10112
B 1.1127+0.14282  2.0223+0.5509%°  0.9096+0.4771°
C 1.1592+0.11882  2.1956+0.2176° 1.0364+0.2705°
D 1.1082+0.13992  1.9438+0.4231*°  0.8356+0.3471°

Los valores representan la media + desviacion estadndar. Letras diferentes en cada columna
muestran diferencias significativas (p<0.05) segun la prueba de Fisher (n=7). T,=Tiempo inicial
T+=Tiempo final.

La citocinina mas utilizada en el cultivo de tejidos vegetales es BAP. Las
citocininas fueron descubiertas en la década de 1950 como factores que
promueven la proliferacion celular y mantienen el crecimiento de tejidos
vegetales cultivados in vitro. Un balance alto de cito citocininas favorece la
formacion de tallos (Mok y Mok, 2001), ademas desarrollan un papel como
reguladores de la formaciéon de nuevos 6rganos, intervienen en la apertura de
estomas, supresion de la dominancia apical e inhibicion de la senescencia de
las hojas, entre otros procesos (Azcon-Bieto y Talon, 2001). Pierik (1990)
sostiene que BAP a mayores concentraciones estimula la divisiébn celular
propiciando el crecimiento y desarrollo de nuevos tejidos, promoviendo la
formacion de yemas axilares, ya que disminuye la dominancia apical, iniciando

asi una descendencia homocigota idéntica a la planta madre.
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A pesar de lo anterior, no se recomienda el uso de BAP debido a que se
observo un efecto negativo en el desarrollo y crecimiento de los turiones como
se aprecia en las Figuras 10 y 11. La presencia de este regulador de
crecimiento generd una disminucion en la talla de los turiones: en el grupo
control la talla de los turiones oscil6 entre 0.1 cm y >8 cm, mientras que en los
tratamientos con BAP la talla fue entre 0.1 y 3 cm (Figura 10). Ademas, se

observo la presencia de tejidos deformes vy vitrificados (Figura 11).

Figura 10. Efecto de 6-bencilaminoapurina (BAP) en la altura de los turiones de
rizomas de esparrago a los 21 d de cultivo in vitro.

Vitrificacion

Tejido
Deforme

Figura 11. Efecto negativo de 6-bencilaminoapurina (BAP) en rizomas de
esparrago a los 21 d de cultivo in vitro.
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La vitrificacion o hiperhidratacion da origen a plantas fragiles con
apariencia vidriosa. La hoja es el 6rgano mas afectado, ya que desarrolla un
mesofilo desorganizado de parénguima esponjoso, con grandes espacios
intercelulares. Las plantas hiperhidratadas usualmente mueren, debido a que la
fotosintesis y la respiracion no se lleva a cabo correctamente. Se ha
mencionado que las causas de estas malformaciones estan ligadas a factores
nutricionales, la baja densidad luminosa durante la incubacion, la humedad
relativa en el recipiente de cultivo y a elevadas dosis de reguladores de

crecimiento que producen un efecto toxico en el explante (Ziv, 2000).

En este estudio, la hiperhidratacion de los rizomas se puede explicar por
el aumento de BAP, ya que con el incremento en la concentracion de esta
fitohormona ocasion6 desérdenes fisioldgicos en el desarrollo de los brotes. Los
efectos fisiologicos de BAP han sido reportados en otros trabajos de
investigacion y se sefiala que al modificar el balance hormonal reduciendo la
concentracion de auxinas y/o citocininas se reduce la vitrificacién del tejido
(Paques y Boxus, 1987). Por ello, para futuras investigaciones se recomienda
evaluar concentraciones inferiores de BAP en el medio de cultivo debido a que
su uso ha sido ampliamente reportado con efectos positivos en esparrago y

otras especies vegetales.

El efecto de las citocininas es evidente en cultivo in vitro y se ha
demostrado que gran numero de especies con la adicién de BAP al medio de
cultivo, son capaces de superar la dominancia apical y liberar las yemas
laterales de la dormancia (George et al., 2008). Son varios los autores que
utilizan BAP para la multiplicacion de distintas especies y por lo general, se

utilizan concentraciones que varian entre 0.5y 5 mg L™.

En un estudio de organogénesis indirecta de esparrago se utiliz6 como
explante semillas a partir de las cuales se regeneraron plantulas de donde se
tomaron secciones nodales del turion. Se observé que bajas concentraciones
de BAP favorecen el desarrollo de los brotes en combinaciébn con otros

reguladores de crecimiento. Con una concentracién de 0.5 mg L™ de BAP més
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0.015 mg L™ de ANA (4cido naftalénacético) se encontré la mayor produccion
media de brotes por explante de 20.5 (Bojnhauth et al.,, 2010). En otra
investigacion similar, se observé una produccibn media de 22 brotes por
explante mediante la induccion de callo y la posterior regeneracion de plantulas
aplicando un tratamiento de 1 mg L de BAP mas 0.5 mg L' de NAA
(Fazelzadeh et al., 2013).

Por otra parte, Caro y et al. (2010) que utilizaron el rizoma como explante
seflalan que la combinacion que dio los mejores resultados en el mayor
porcentaje de genotipos ensayados de la variedad “Morado de Huétor” fue de
0.5 mg L™* de ANA, 0.7 mg L™ de kinetina, 2 mg L™ de ancymidol y 60 g L™ de
sacarosa, mientras que para la variedad “UC-157” fue de 0.3 mg L™ de ANA, 0.5
mg L™ de kinetina, 1.3 mg L™ de ancymidol y 40 g L™ de sacarosa. Para ambas
variedades la produccion media de turiones fue muy baja de sélo 1-2 brotes por

explante.

Con nuestro estudio, se logré una produccion media de brotes de 27.14
superior a los resultados de las anteriores investigaciones. Es importante
sefialar, que se lleg6 a este resultado sin el uso de fitohormonas, el medio de
cultivo solo estaba adicionado con las sales MS y sacarosa. El prescindir del
uso de reguladores de crecimiento, es una gran ventaja frente a otros
protocolos debido a que se simplifica el proceso de produccién y se reducen
considerablemente los costos.

Efecto de latemperatura en la produccion de brotes y enraizamiento.
El aumento de temperatura tuvo un efecto en la produccion de brotes de

esparrago y las variables respuesta se muestran en el Cuadro 7. En la Figura
12 se observa que la mayor produccién de brotes (p<0.05) se obtuvo con el
tratamiento de temperatura (35 °C) a los 10 y 21 d de cultivo in vitro en
comparacion con los tratamientos exitosos de sacarosa y BAP. A los 10 d se
observaron 21.8 brotes/explante aplicando 35 °C, mientras que para la
sacarosa y BAP 10.9 y 12 brotes/explante, respectivamente. Al finalizar el
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periodo in vitro (21 d) la produccion media de brotes fue de 35, 27.1y 30.7 para
los tratamientos de temperatura, sacarosa y BAP respectivamente. Lo anterior
indica que la temperatura no sélo aumenta la produccién de brotes activando
mayor numero de yemas vegetativas, sino que reduce considerablemente su
tiempo de activacion ya que a los 10 d de cultivo la produccion de turiones es
de aproximadamente el doble que con los tratamientos de sacarosa y BAP.
Este aumento de temperatura podria estar induciendo una actividad metabdlica
superior, promoviendo el desdoblamiento mas rapido de reservas y poniendo
una mayor cantidad de azlcares a disposicion de las yemas vegetativas. Esto
es un aporte importante para la propagacion in vitro de esparrago debido a que
la temperatura surge como una posible estrategia para disminuir los tiempos del
proceso de micropropagacion y generar rizomas de mayor calidad en cuanto a

la produccién de turiones.

El desarrollo y crecimiento del esparrago son afectados por diversos
factores ambientales. La temperatura controla tanto los procesos de desarrollo
(germinacion, brotacion del turion, floracion, etc.) como de crecimiento, tales
como la elongacién del turion. Por otro lado la acumulacion de carbohidratos y
de biomasa depende de la actividad fotosintética de la planta, la que a su vez
es afectada por factores ambientales y de manejo (del Pozo, 1999). Durante el
afo agricola del esparrago en Caborca se realiza un corte y quema del follaje
en el mes de diciembre, lo cual induce la activacion de yemas vegetativas por el
aumento de la temperatura (Gutierrez com. pers., 2014). Con este estudio se
comprueba que bajos condiciciones in vitro también es posible activar las
yemas vegetativas haciendo uso de este factor. Por esta razon, entender la
interaccién entre la temperatura y el crecimiento de turiones permitird una
mejor planificacion de la micropropagacién de esparrago y la produccion de

rizomas in vitro.
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Cuadro 7. Efecto de la temperatura (35°C) en la produccion de brotes de
esparrago a los 10 y 21 d de cultivo in vitro. Los valores del nimero de turiones
representan la media *+ desviacién estandar.

Tiempo de Numero de Rango de altura del
cultivo in vitro turiones turion
10d 21.80+£1.30 0.1-3.0
21d 35.00+2.45 0.1-6.0
40
a
35
0
5 30 .
5 b
325
ks a
e
g 20 1 ® Dia 10
:5 15 - . Dia 21
§ b
5 10 - —
e
a 5 | |
0 .
Temperatura Sacarosa BAP
35°C

Figura 12. Efecto de la temperatura (35 °C), sacarosa y 6-bencilaminoapurina
(BAP) en la produccion de brotes de esparrago a los 10 y 21 d de cultivo in
vitro. Barras del mismo color con letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0.05) (35 °C n=5; sacarosa n=7; BAP n=7).
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FASE 3. Aclimataciéon

La aclimatacion es uno de los pasos critico en la propagacion in vitro de
plantas (Van Huylenbroeck y Deberg, 1996). Los cambios bruscos que se
producen constituyen fuentes de estrés para las plantas al finalizar la etapa de
cultivo in vitro. Los rizomas in vitro sin raiz y con raiz aclimatados en
condiciones de invernadero presentaron las caracteristicas organogénicas
mostradas en el Cuadro 8. No hubo diferencias significativas (p<0.05) para el
area superficial del rizoma con 2.104+0.887 cm?y 2.708+2.237 cm? para los
rizomas sin raiz y con raiz, respectivamente. Los rizomas con raiz fueron
estadisticamente superiores (p<0.05) en altura del turion (18.804+£6.761 cm) y
peso fresco (4.712+2.982 g). La longitud de la raiz fue de 18.813+9.125 cm y
hubo desarrollo del follaje en el 58.33% de estos rizomas (Figura 13). Los
valores de altura del turion y longitud de la raiz son superiores a lo reportado
por Caro y et al. (2010) quienes observaron 6.6 cm de longitud del turion y 6.8
cm de longitud de la raiz para la variedad “Morado de Huétor”y 7.2 cmy 7.5

cm, respectivamente, para la variedad “UC-157".

Cuadro 8. Caracteristicas organogénicas de rizomas para aclimatacion.

Ri Area Altur_a, del Peso fresco Longitud Desarrollo
1Izoma 2 turion . .
(cm?) (9) raiz (cm) del follaje
(cm)
RS;ri]z 2.104+0.887% 8.308+1.992° 3.289+1.020° N/A No
lgg; 2.708+2.237% 18.804+6.761° 4.712+2.982° 18.813+9.125 58.33 %

Los valores representan la media + desviacion estandar. Letras diferentes entre columnas
muestran diferencias significativas (p<0.05) segun la prueba de Fisher (n=24). N/A= No aplica.
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Figura 13. Morfologia de rizomas con sin raiz (A) y con raiz (B) utilizados para
la fase de aclimatacion.

El porcentaje de sobrevivencia fue de 95.80% para los rizomas con raiz
y de 45.80% para los rizomas sin raiz a los 21 d de aclimatacién en condiciones
de invernadero (p<0.05) (Figura 14). Esto permite concluir que la sobrevivencia
de los rizomas esta determinada por la presencia de raiz y no por el tipo de
sustrato. Esto concuerda con Conner et al. (1992) quienes indican que las
raices de almacenamiento son indispensables para la aclimatacion de las
plantas in vitro en esparragos (Conner et al.,, 1992). En el Cuadro 8 se
presentan los porcentajes de sobrevivencia para los diferentes sustratos donde
se puede apreciar un 100% de sobrevivencia de los rizomas con raiz cultivados

en sustrato con mezcla de turba.
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Figura 14. Sobrevivencia de rizomas con raiz y sin raiz a los 21 d de
aclimatacién en invernadero segun la Prueba Chi? (p<0.05) (n=24).

Cuadro 9. Sobrevivencia de rizomas de esparrago a los 21 d de aclimatacion
en invernadero para cada sustrato.

) Sustrato
Rizoma
A B C D
Con Raiz 83.33% 100% 100% 100%
Sin Raiz 33.33% 0% 50% 100%

Sustrato A: 100% sustrato natural; B: 80% sustrato natural mas 20% turba; C: 70% sustrato natural mas
30% turba; D: 50% sustrato natural mas 50% turba.
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En el protocolo de Caro y et al. (2010) se reporta un 95% de
sobrevivencia para la variedad “Morado de Huétor” similar al valor obtenido en
este estudio y un valor inferior del 80% para la variedad “UC-157". Es
importante sefalar que las condiciones de aclimatacion difiieron en varios
aspectos. Ellos aplicaron un proceso de aclimatacion mas complejo a base de
un tunel con cubierta plastica y tratamiento fitosanitario preventivo con fungicida
sistémico (Benomilo 50% p/p). Mientras que en el presente trabajo se propone
una etapa de aclimatacion simple con riegos de agua corriente cada tercer dia,
lo cual reduce el costo de produccion y hace mas eficiente la metodologia

propuesta.

En otro estudio realizado por Stajner (2013) se describe un protocolo
para micropropagacion de esparrago a partir de secciones nodales del turién.
La eficiencia de aclimatacion y formacion de nuevos turiones fue examinada
cinco semanas después de transferir las vitroplantas a invernadero. La
aclimatacion de plantas fue efectiva con un 87% de sobreviviencia, pero el
ndamero de brotes formado por planta estuvo en el rango de 2.3 y 12.4. El
porcentaje de sobrevivencia es inferior al 95% observado en este estudio a los

21 d de aclimatacién ex vitro.

En cuanto a la altura de los turiones de los rizomas aclimatados, se
observo que esta variable depende del efecto de la presencia de raiz y no hay
un efecto significativo del sustrato ni de la interaccion de ambos factores
(sustrato y presencia-ausencia de raiz) como se observa en la Figura 15. La
altura de los turiones de los rizomas con raiz fueron estadisticamente

superiores a los turiones de rizomas sin raiz en todos los tratamientos (p<0.05).
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Figura 15. Efecto de la presencia/ausencia de raiz y el sustrato en la altura de
rizomas aclimatados en invernadero (p<0.05) (n=6). Sustrato A: 100% sustrato
natural; B: 80% sustrato natural mas 20% turba; C: 70% sustrato natural mas

30% turba; D: 50% sustrato natural mas 50% turba.
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Los resultados del analisis fisico y quimico del suelo natural de la region
de Caborca que se utilizé como sustrato base se observa en el Cuadro 10. Se
trata de un suelo arenoso ligeramente acido lo que puede explicarse por el alto
contenido de hierro, calcio y magnesio y los valores bajos de potasio. Presenta
una adecuada cantidad de materia organica que se puede relacionar con los
niveles de nitrégeno, fosforo, hierro, cobre y zinc. El nitrdgeno es uno de los
nutrientes mas importantes para la mayoria de las plantas, ya que interviene en
la captacion de CO, y el crecimiento (Nobel, 1990). El contenido de este
nutriente puede estar inducido por el tipo de cubierta vegetal, lo que explica el
bajo valor de nitrogeno al tratarse de un suelo proveniente de un campo de

cultivo.
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Cuadro 10. Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo del sustrato para
aclimatacion de rizomas in vitro en condiciones de invernadero.

Variable Nivel reNfi(;/rzlndc?a
Materia organica (%) 2.7 2.0
N-NO’; (mg kg™) 18.1 35.0
P-PO’, (mg kg™ 72.4 30.0
Potasio (ppm) 55 150
Calcio (ppm) 2310 1600
§ Magnesio (ppm) 330 250
% S (mg kg™ 15 70
" e (mg kg™ 11.2 6.0
Cu (mg kg™) 0.3 2.0
Zn (mg kg™) 1.3 1.8
Mn (mg kg™) 7.2 7.0
Na (mg kg™) 211 <100
pH 6.1 7.0
Conductividad eléctrica (dS m™) 1.2 1.0
Relacién/adsorcién de sodio ™ 2.7 <5.0
Sodio + (meq/lt) 5.05 <5.0
Nitratos (meq/It) 0.96 3.0
Fosfatos (meq/It) 0.15 0.1
Sulfatos (meq/It) 4.3 2.0
3 Carbonatos (meg/It) 0.0 <1.0
:‘% Bicarbonatos (meq/It) 3.0 <3.0
? Cloruros (meq/It) 3.7 <5.0
K* (meg/It) 0.2 0.5
Ca’" (meq/lt) 5.1 5.0
Mg (meg/lt) 1.7 2.0
Arcilla (%) 6 -
Limo (%) 4 -
Arena (%) 90 -
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CONCLUSION

El uso de yemas vegetativas del rizoma como explante, permite establecer un
protocolo de propagacion in vitro de espéarrago eficiente para la produccion de
rizomas con alta capacidad para la formacion de turiones con una técnica

simple, menos costosa y libre de fitoreguladores.
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