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RESUMEN

La presente investigacion, busca obtener plantas libres de enfermedades patédgenas
(virus principalmente) de Asparagus officinalis L. “esparrago’, aplicando los métodos
biotecnoldgicos del cultivo in vitro de meristemos. Como explante se utilizaron fragmentos
de la parte apical de turriones, los cuales fueron lavados y sumergidos en alcohol
al 70% por 2 minutos, seguido en hipoclorito de sodio (NaClO) al 2% por 10 minutos,
terminado el proceso, los meristemos fueron asilados utilizando estereoscopio binocular
e introducidos en el medio Murashige y Skoog (MS) suplementado con 0,5; 1,0y 1,5 mg/L
de 6-Bencil Aminopurina (6-BAP) e incubadas en cdmara de cultivo con fotoperiodo de 16
horas luz y 8 horas de oscuridad, con una temperatura de 22°C. A los 28 dias de cultivo, Se
logré obtener, en el medio suplementados con 0,5 mg/L de BAP 8 brotes de 0,4; 1,6 y 2,8
cm. de longitud con 8 cladéfilos desarrollados, mientras que, en el medio suplementado
con 1,0 mg/I de BAP se obtuvo 6 brotes de 0,9 y 1,4 cm. de longitud sin cladéfilos y en el
medio de cultivo con 1,5 mg/l de 6-BAP solo de se obtuvo 1 brote y 5 cladéfilos.
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OBTAINING VIRUS FREE PLANTS FROM ASPARAGUS OFFICINALIS L.
“Asparagus” IN VITRO

ABSTRACT

This work attempts to obtain free virus Asparagus officinalis L. “garden asparagus
plants, applying the biotechnological methods of the in vitro meristem culture. Axillary
buds were used as explants, and were sterilized, isolated, cultivated in the basal
medium Murashige & Skoog (MS) at 3 different concentrations (0,5; 1,0 & 1,5 mg/L)
of the phytohormone 6-Bencil Aminopurine (6-BAP), and incubated under controlled
conditions in a cultivation room. As a result, 8 shoots & 8 cladodes, 6 shoots with no
cladodes and 1 shoot &5 cladodes were obtained in the culture mediums supplemented
with the 3 concentrations of 6-BAP respectively.
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INTRODUCCION

sparagus officinalis L., "esparrago”, es una planta perenne y dioica de la familia

de las Lilidceas, género Asparagus. Este género engloba aproximadamente 200

especies, de las cuales solo A. officinalis L. es de uso alimenticio. Las plantas de

esparrago macho son heterocigotos (Mm) y las hembras homocigotos (mm),
siendo la primera de mas alta productividad en relacion al tamafio y nimero de turiones
(Matsubara, S. 1973).

El esparrago es un producto agricola de alto valor econémico para el Perd, siendo
la produccién del mismo una actividad importante en los valles costeros, donde
se cultivan dos tipos de esparragos: el esparrago blanco, para transformacion en
conservas, y el esparrago verde, para la exportacion en fresco a distintos mercados
del mundo. Tanto el espérrago blanco como el verde son ricos en fibras y proteinas.
También poseen unalto contenido de fésforoy son considerados como antioxidantes
intermedios debido a la presencia de los fenoles (Petrel, M. et al. 2007).

Sin embargo, el cultivo de espérrago enfrenta dificultades relacionadas a su
productividad, las cuales se encuentran asociadas con el manejo cientifico-técnico,
como la renovacién de los campos de cultivo que no se realizan sino hasta después
de 10- 20 afios. Por otra parte, las plantas hembras sembradas por desconocimiento
generan semillas que a su vez forman nuevas plantas no deseadas que acortan el
espacio entre plantas y consumen los nutrientes.

Otro de los problemas que enfrenta las plantaciones del esparrago es el ataque por
enfermedades causadas tanto por virus, que ocasionan la formacién de un menor niimero
de turiones y disminuye el vigor del desarrollo de los mismos, como de hongos como la
fusariosis (asociacion de hongos) del género Fusarium, la cual causa podredumbre de las
raices resultando en la muerte de las plantas (Blok, W. & Bollen, G. 1995).

Durante muchos afos se viene intentando uniformizar la produccion del esparrago
con el uso de plantas machos hibridas resistentes a enfermedades patégenas (virus
y hongos) y de alto rendimiento, sin embargo, estos intentos aiin no han dado los
resultados esperados. Como una de las alternativas para resolver este problema, se
considera la propagacion clonal in vitro de plantas selectas.

La propagacion clonal in vitro es una de las técnicas biotecnoldgicas, que se
fundamenta en la obtencién de plantas completas a partir de meristemos, y consiste
en la introduccién de yemas al medio de cultivo MS (Murashige & Skoog. 1962),
donde se inicia la organogénesis directa. Las plantas obtenidas in vitro son luego
sembradas en medios de cultivo suplementados con citoquininas para la induccién
de brotes adventicios, los cuales pueden ser subcultivados sucesivamente hasta
lograr la propagacién masiva. Las plantulas son finalmente enraizadas y aclimatadas
a condiciones ambientales.

MATERIALES Y METODOS

Asparagus officinalis L., “esparrago” (plantas madre), procedentes del Distrito
de Ingenio de la provincia de Nazca, fueron establecidas en el invernadero de la
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Universidad Ricardo Palma en condiciones controladas y nutricién adecuada. Estas
fueron llevadas al Laboratorio de Biotecnologia Vegetal, donde se tomaron explantes
y/o fragmentos de 5 cm de la parte apical de turiones, luego fueron lavados con
agua de cafno con detergente y enjuagados con agua destilada. A continuacién,
fueron sumergidos en alcohol de 70 % por 2 minutos, seguido en hipoclorito de
Sodio al 2% por 10 minutos y enjuagados 3 veces en agua destilada previamente
esterilizada con un intervalo de cinco minutos de enjuague a enjuague. Terminado
este proceso, se aislaron los meristemos entre 0,1 - 0,2 cm, utilizando estereoscopio
binocular marca Leica e instrumentos de diseccién previamente flameados en
mechero de alcohol y luego, fueron introducidos en tubos de vidrio Pyrex de 2,5
x 15 cm con medio de cultivo basal Murashige y Skoog 1962 (MS) suplementado
con 3 concentraciones (0,5; 1,0 y 1,5 mg/L.) de 6-Bencilaminopurina (6-BAP). A
continuacién, los tubos fueron sellados con Parafilm, rotulados y llevados a la sala
de transferencia donde se establecieron en condiciones de fotoperiodo de 16
horas de luzy 8 horas de oscuridad, a una temperatura de 22°C. Todo el proceso de
introduccidn in vitro se desarroll6 dentro de la Cdmara de flujo laminar.

RESULTADOS

Desarrollo de brotes y cladéfilos

De los meristemos aislados (0,1 a 0.2 cm), tras 28 dias de cultivo, 3 explantes de
la concentracién de 0,5 mg/L presentaron entre 2 a 3 brotes, de los cuales 2
desarrollaron 2 y 6 cladéfilos. Respecto a la concentracion de 1,0 mg/L, 3 explantes
formaron entre 1y 3 brotes, sin embargo, ninguno de los 4 meristemos sembrados
a esta concentracion evidencié crecimiento de cladéfilos. Solo un explante de la
concentracion de 1,5 mg/L de 6-BAP mostré el desarrollo de 1 brote, mientras que
otro explante de la misma concentracién desarrollé 5 claddfilos sin la presencia de
brotes (Tabla 1y Figura 1,2y 3).

Crecimiento de los explantes

Enla concentracion de 0,5 mg/L de 6-BAP, los explantes 2, 3 y 4 tuvieron un desarrollo
entre 1,6 y 2,8 cm tras 28 dias de desarrollo, sin embargo, el explante 1 solo alcanzé
los 0,4 cm de altura. Esta diferencia en el desarrollo puede deberse a un mal manejo
durante el aislamiento del domo meristemético, resultando en la siembra in vitro
de un explante con una zona de crecimiento dafada o ausente (Grafica 1). En la
concentracion de 1,0 mg/L de 6-BAP, los 4 explantes tuvieron un desarrollo entre
0,9y 1,4 cm tras 28 dias de desarrollo (Grafica 2). En la concentracién de 1,5 mg/L de
6-BAP, los explantes 1, 2 y 4 tuvieron un desarrollo entre 0,7 y 0,9 cm tras 28 dias de
desarrollo, sin embargo, el explante 3 alcanzé los 2,0 cm de altura (Grafica 3).

La concentracién con mayor crecimiento en altura fue 0,5 mg/L con un promedio de
1,83 cm en 4 semanas (Grafica 1). Las concentraciones de 1,0 y 1,5 mg/L mostraron
promedios de crecimiento similares, 1,15y 1,12 cm respectivamente (Gréafica 2 y 3).
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Fecha 0 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
GBAP Repeticion e y w e w N N N e N° cladéfilos
(mg/L) brotes = claddfilos = brotes = claddfilos | brotes ~cladofilos = brotes = claddfilos = brotes
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
05 2 0 0 0 0 1 0 2 0 2 0
! 3 0 0 0 0 2 0 2 2 3 2
4 0 0 0 0 1 2 3 4 3 6
1 0 0 0 0 1 0 1 0 2 0
10 2 0 0 0 0 1 0 1 0 3 0
! 3 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 2 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0
! 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 2 0 5

Tabla 1. Desarrollo de brotes y cladéfilos durante 28 dias en MS suplementado con
0.5,1.0y 1.5 mg/L de 6-BAP.

6-BAP

0 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
(mg/L)

0,5

Figura 1. Secuencia del desarrollo del meristemo de A. officinalis L. en MS
suplementado con 0,5 mg de 6-BAP: brotes y cladéfilos.

Crecimiento en cm (0,5 mg/L de 6 BAP)

Semana 0 Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4

tubo 1 e tybo 2 e tybo 3 == tubo 4

Grafica 1. Crecimiento en cm durante 4 semanas en MS suplementado con 0,5
mg/L de 6-BAP.

122 Scientia ISSN 1993-422X | Vol. XXI N° 21



OBTENCION DE PLANTAS LIBRES DE VIRUS DE ASPARAGUS OFFICINALIS L"ESPARRAGO” IN VITRO 7477

6-BAP

7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
(mg/L)

1,0

Figura 2. Secuencia del desarrollo del meristemo de A. officinalis L. en MS
suplementado con 1,0 mg de 6-BAP a: brotes

Crecimiento en cm (1,0 mg/L de 6 BAP)

Semana 0 Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4

== Tybo 1 =====Tubo 2 Tubo 3 e===Tubo 4

Grafica 2. Crecimiento en cm durante 4 semanas en MS suplementado con 1,0
mg/L de 6-BAP.

6-BAP

0 dias 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
(mg/L)

1,5

Figura 3. Secuencia del desarrollo del meristemo de A. officinalis L. en MS
suplementado con 1,5 mg de 6-BAP: brotes y cladéfilos.
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Crecimiento en cm (1,5 mg/L de 6 BAP)
25

0,5 /

Semana 0 Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4

Tubo 1 Tub0 2 e=———=Tubp3 e=———=Tubo 4

Gréfica 3. Crecimiento en cm durante 4 semanas en MS suplementado con 1,5
mg/L de 6-BAP.

DISCUSION

El espérrago es una planta donde la probabilidad de contaminacién en los medios de
cultivo es alta, debido a las bacterias y esporas que arrastran las escamas del turién
mientras este emerge de la tierra (Asprelli, P.etal. 2002). En el presente trabajo, ninguno
de los 12 explantes manifesté contaminacién luego de la introduccién in vitro de los
meristemos, demostrando la eficacia del protocolo de esterilizacion utilizado.

El uso de la citoquinina 6-Bencil Aminopurina (6-BAP) se fundamenta por su
efecto sobre la elongacién y crecimiento de meristemos, induciendo el desarrollo
de brotes de aspecto saludable (Sharan, M. et al. 2011). Los meristemos apicales,
como indica Sharan, M. et al. (2011), poseen una mayor capacidad de regeneracién
en comparacion con los meristemos laterales, desarrollando un mayor nimero de
brotes, sin embargo, como explantes, se utilizaron meristemos laterales, debido a la
falta de meristemos apicales suficientes.

Se utilizé un fotoperiodo de 16 horas de luzy 8 horas de oscuridad debido a que este
influye positivamente en la formacién de brotes de buen aspecto y la elongacién de
los explantes (Gonzélez, S. 2010).

En la concentraciéon de 0,5 mg/L de 6-BAP, se obtuvieron un total de 8 brotes,
con un promedio de 2 brotes por explante, los cuales fueron vigorosos y de
rapido crecimiento, por lo tanto, Utiles para la Micropropagacion (Figura 2). Las
concentraciones de 1,0 y 1,5 mg/L desarrollaron un promedio de 1,5 y 0,25 brotes
por explante respectivamente, los cuales eran més cortos, gruesos y deformes
(Figura 3y 4). Estos resultados coinciden con los obtenidos por Slabbert et al. (1990),
quien obtuvo el mayor promedio de brotes aptos para la micropropagacion a partir
de una concentraciéon baja de 6-BAP (0,1 mg/L), llegando a tener un promedio
de 5 brotes por explante. La hormona 6-BAP también puede ser utilizada junto a
otras fitohormonas como la auxinaacido naftalenacético (ANA), logrando un mejor
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resultado en el desarrollo de brotes de plantas del género Asparagus, como se pudo
observar en Reddy, K.N. et al. (2007).

La concentracion de 0,5 mg/L desarroll6 8 claddfilos, mientras que en la
concentracion de 1,5 mg/L se observaron 5 cladéfilos (Figura 2 y 4). Ninguno de
los explantes de la concentracion de 1,0 mg/L desarrollé cladéfilos (Figura 3).
Estos resultados son opuestos a los obtenidos por Slabbert et al. (1990), quien no
logré inducir el desarrollo de estas estructuras en ninguna de sus concentraciones
de 6-BAP utilizadas (0,1; 0,5; 1,0 y 2,0 mg/L). Los cladéfilos son esenciales para la
supervivencia de las plantulas durante la aclimatacion a condiciones ambientales.

El crecimiento en cm de los explantes fue mayor en la concentracion de 0,5 mg/L de
6-BAP, con un promedio de 1,83 cm tras 4 semanas de seguimiento, mientras que
el promedio para 1,0y 1,5 mg/L disminuy6 de manera proporcional con promedios
de 1,15 y 1,12 cm respectivamente, demostrando una relacién inversamente
proporcional entre el crecimiento en cm y la concentracion de 6-BAP (Gréficas 1-3
y Figuras 2-4). Segun los resultados de Sharan, M. et al. (2011), la adicion al medio
de un 15% de agua de coco aumenta significativamente la elongacién de los
explantes ademas de aumentar el nimero de brotes desarrollados en explantes de
A. racemosus.

CONCLUSIONES

El protocolo de esterilizacion de los explantes fue eficiente, evitdndose la
contaminacion en los 12 medios de cultivo de meristemos de Asparagus officinalis L.

Las plantas de espérrago desarrollaron un mayor nimero promedio de brotes (2)
y claddfilos (4) con la menor concentracion (0,5 mg/L) del medio de cultivo MS
suplementado con 6-Bencil Aminopurina. Asi mismo, el crecimiento en cm se vio
afectado de manera inversamente proporcional a la concentracion de la hormona
6-BAP, siendo la concentracidon menor la que obtuvo un promedio de crecimiento
en cm mayor (1,83 cm).
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