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RESUMEN

El objetivo de este trabajo es estudiar mediante técnicas histologicas algunos de
los principales eventos de la embriogénesis somatica directa del esparrago
Asparagus officinalis L cultivados in vitro. Se utilizaron como material de explante
meristemos apicales localizados en los segmentos internodales del area media
superior de turiones de esparrago de entre 20 y 30 cm de longitud. Se cultivaron
en un medio Murashige & Skoog enriquecido con ANA y KIN 0.1 mg/L. Se
incubaron a 26 °C con un fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas oscuridad con una
intensidad luminica de 300 lux. Se pudo observar los eventos caracteristicos del
desarrollo, detallandose los estadios iniciales de la diferenciacion de los
meristemos, con sus zonas particulares, la formacion de o6rganos (primordios
foliares, tallos), caracteristicas celulares particulares del proceso tales como
nacleo y nucleolo prominentes, citoplasma denso y acumulaciones de
polisacéaridos y proteinas y formacion de yemas adventicias dentro de los cuatro
primeros dias de cultivo. A los 13 dias de cultivo, los explantes sembrados
finalmente produjeron plantulas de aproximadamente 1 cm de longitud, algunas de

estas plantulas presentaron un enraizamiento fortuito.



INTRODUCCION

El cultivo del esparrago en Colombia y en el departamento del Cauca se ha
convertido poco a poco en un factor economico importante que involucra
posibilidades de mayor inversion para la extension de areas de cultivo vy la
generacion de una mayor cantidad de empleos, directos e indirectos, que

beneficiaran a muchas familias campesinas y urbanas.

Actualmente en el departamento del Cauca se han establecido cinco empresas de
cultivo y comercializacion del esparrago, siendo este generalmente en el exterior,
las cuales son a saber. Exportagro, Chayani, Caicedo, Agricola Palacé e
Inversiones Tequendama, las cuales en conjunto poseen mas de 780 hectareas

cultivadas y con una posibilidad de extender mucho mas esta area de cultivo.

El presente proyecto se disefid con el objeto de seguir a nivel histologico e
histoquimico algunos de los procesos celulares y moleculares de la embriogénesis
del esparrago Asparagus officinalis L (hibrido UC157F1), cultivo establecido por la
empresa Agricola Palacé. Este trabajo se propuso con el objeto de estudiar los
principales eventos celulares y moleculares de la embriogénesis somatica directa

del esparrago en nuestras condiciones de clima, ya que este cultivo no se ha



tropicalizado. A pesar de que los eventos del crecimiento y desarrollo presentan
un patron general en cualquier clima, los eventos pueden presentar diferencias en
tiempo de desarrollo y en las condiciones in vitro como se desarrollo el presente

trabajo.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El esparrago en Colombia y sobre todo en el Departamento del Cauca se ha
convertido hoy por hoy en un renglén importante de la economia; aun asi, no se
han encontrado investigaciones y estudios en el pais a un nivel basico, como por
ejemplo la fisiologia del esparrago, en estudios in vivo o in vitro y a un nivel
aplicado, los cuales permitirian generar conocimiento y para desarrollar
tecnologias tendientes a mejorar la calidad y condiciones del cultivo. Solo existen
investigaciones sobre esparragos desarrolladas en paises que poseen
caracteristicas geograficas que difieren de nuestra condicion de pais tropical.

El esparrago tiene baja tasa de multiplicacion cuando se usan métodos de
propagacion convencionales. Esta es una de las primeras especies
monocotileddneas en ser regenerada en embriones somaticos y plantulas in vitro.
Sin embargo la secuencia del desarrollo de embriones somaticos obtenidos de
forma directa y de los procesos de morfogénesis de esta especie introducida no

han sido detallados histol6gicamente para nuestra region.



2. JUSTIFICACION

La industria del esparrago ha experimentado recientemente un decrecimiento en el
area de produccion debido a los fuertes cambios climéaticos que sufre no solo
nuestro departamento, sino también el pais entero; al igual que la calidad del suelo
en constante cambio y deterioro. Cualquier implementacion de una metodologia
para el mejoramiento del esparrago, tendiente a superar los problemas antes
mencionados, como por ejemplo, establecimiento de propagacién in Vvitro,
mejoramiento genético, induccién de variaciones somaclonales y multiplicacion
clonal requieren, para llevarse a cabo satisfactoriamente el estudio de los
procesos morfogénesis, iniciacion, regeneracion, con Sus respectivas
caracteristicas, factores que los afectan y mejoran, para asi obtener un mayor
provecho de estas técnicas y por ende del material vegetal promisorio que se

trabaja, en este caso el esparrago.



3. OBJETIVOS

3.1 GENERAL

Estudiar mediante técnicas histolégicas algunos de los principales eventos de la
embriogénesis soméatica del esparrago Asparagus officinalis L observados mediante

microscopia optica.

3. 2 ESPECIFICOS

e Determinar la secuencia de sucesos de diferenciacion celular durante el
proceso de embriogénesis soméatica del esparrago mediante el seguimiento

histoldgico de sus fases mas relevantes

e Cuantificacion total de clorofila durante la embriogénesis somaética y

determinacién de su relacién con el proceso



e Establecer a nivel celular y molecular, mediante la utilizacién de técnicas
histoquimicas algunas caracteristicas de los procesos de diferenciacion

celular



4. ANTECEDENTES

En el campo investigativo se han llevado a cabo diferentes tipos de
investigaciones acerca del esparrago a nivel celular y molecular. Uno de los
estudios mas basicos es el establecimiento de metodologias de propagacion in
vitro tendientes a obtener mayor eficacia y productividad. Slabbert, Lindeque y
Ferreira (1990) desarrollaron un método para la multiplicacion rapida de esparrago
desde yemas y apices de tallos, propagando exitosamente in vitro sobre un medio
MS modificado, el cual tenia 0.1 mg/L de ANA y 0.1 o 0.2 mg/L de Kinetina
obteniendo cultivos de tallos vigorosos. El mas alto porcentaje de enraizamiento
se obtuvo usando medio MS modificado suplementado con 0.1 mg/L de ANA, 0.1
mg/L de Kinetina y 1.25 mg/L de ancimidol. Previo al transplante a suelo, las
plantulas se transfirieron a un medio basico MS con una baja concentracion de

sucrosa y simultaneamente se las expuso a altas intensidades de luz.

Castro y Mosella (1991) hicieron un estudio sobre el cultivo in vitro del esparrago
en donde observaron el efecto del agente gelificante, el enraizamiento y
transplante. El establecimiento y proliferacion de los explantes se logré en el
medio de cultivo constituido por las sales minerales del medio de Murashige y

Skoog, vitaminas, aminoacidos y acido ascérbico del medio MIlI6 de Mosella,



enriquecido con 170 mg/L de NaH2POg4; 0.1 mg/L de ANA y BAP respectivamente
y 25 g/L de sacarosa. Observaron que en la etapa de proliferacion, la utilizacion
de Gelrite (agente gelificante 3g/L) permite obtener mayor numero de
proliferaciones axilares, en tanto que con el agar Merck (6 g/L) se obtiene mayor
namero de brotes basales. ElI mejor enraizamiento se logré al transferir los
explantes completos (varios brotes con corona) al medio mineral MS reducido a la
mitad; vitaminas, aminoacidos y acido ascorbico del medio MIII6 suplementado
con 85 mg/L de NaH2POg, 25 g/L de sacarosa, Gelrite (3 g/L) y 0.3 0 0.4 mg/L de
ANA. Para la adaptacion a condiciones externas, se utilizé una mezcla de arena:

tierra de hoja (2:1 v/v), lograndose un 33.3% de sobrevivencia.

Mediante estudios realizados sobre la multiplicacion in vitro del esparrago, se llego
a la conclusion que el mejor método para micropropagar esparrago es a través de
la embriogénesis somatica; se han realizado muchos trabajos que buscan
encontrar la via y material celular mas eficiente para este proceso. Kunitake y Mii
(1990) describen un método eficiente para el cultivo de protoplastos de callos
embriogénicos y su subsiguiente regeneracidon en plantas via embriogénesis
somatica. Cultivaron protoplastos en medio ¥2 MS con 1 mg/L de ANA, 0.5 mg/L
de Zeatina, 1 g/L de L-glutamina, 0.6 M de glucosa y 0.1% de Gellan gum (agente
gelificante). Los protoplastos se comenzaron a dividir después de 4 dias de cultivo
y formaron colonias visibles luego de 30 dias de cultivo. El porcentaje de
formacion de colonias fue del 7.2%. Las colonias se transfirieron a medio MS que
contenia 1 mg/L de 2,4D y 3% de sucrosa para futuro crecimiento. Fueron

inducidos embriones somaéaticos de todas las colonias de 0.5-1.0 mm de tamario



después de la transferencia a medio ¥2 MS carente de reguladores de crecimiento.
Luego de tener estos embriones somaticos (1-3 mm) en agua destilada por una
semana, 30-40% de ellos germinaron normalmente y se convirtieron en plantulas
20-30 dias después del transplante a medio %2 MS que contenia 1 mg/L de IBA,
1mg/L de GAs y 1% de sucrosa. Estas plantas derivadas de protoplastos fueron

diploides con 20 cromosomas.

No solo se han hecho investigaciones en A. officinalis L sino también en otras
especies del genero Asparagus como por ejemplo A. cooperi Baker. Ghosh y Sen
(1991) reportan un estudio detallado del desarrollo de embriones y regeneracion
de plantas a través de embriogénesis somatica en A. cooperi y el estatus citoldgico
de las plantas regeneradas. La embriogénesis soméatica y regeneraciéon de
plantas la obtuvieron de callos derivados de la regién subapical de tallos de A.
cooperi. Obtuvieron los callos en medio MS suplementado con ANA y Kinetina.
Incrementaron la concentracion de nitrato de potasio en cultivos subsecuentes
resultando en la formacion de embriones. La rapida multiplicacion de embriones
fue asegurada por la transferencia a un medio conteniendo diferentes fuentes de
nitrdgeno y un bajo nivel de acido giberélico (0.01 mg/L). Un medio conteniendo
zeatina o acido giberélico llevo a la formacion de plantulas completas desde
embriones. Las plantulas regeneradas fueron citolégicamente y fenotipicamente

estables.

Delbreil y Jullien (1994) estudiaron la habilidad embriogénica de varios genotipos

de A. officinalis L y de plantas regeneradas desde diferentes lineas embriogénicas



las cuales se originaron espontaneamente in vitro. Los &pices fueron cultivados
primero sobre un medio de induccién enriquecido con auxinas y luego transferidos
a un medio de desarrollo libre de hormonas. Todos los fenotipos evaluados en
esta via produjeron pocos embriones somaticos. En algunos experimentos,
durante la fase de desarrollo, un nuevo género de tejidos embriogénicos altamente
friable aparecié6 de manera esporadica. Estos tejidos pueden ser continuamente
subcultivados sobre un medio libre de hormonas y fueron llamados lineas
embriogénicas. Cinco de estas lineas embriogénicas se regeneraron en plantas a
través de embriogénesis somatica. Estas plantas regeneradas exhibieron un
incremento en la respuesta embriogénica comparados con las plantas parentales,
por ejemplo, cultivos de apices producen embriones somaticos sin tratamiento con
auxinas. Para una de las lineas embriogénicas, un analisis genético mostré que el
mejoramiento en la respuesta embriogénica de las plantas regeneradas fue

controlado por una mutacion mendeliana dominante monogénica.

Otros aspectos también ampliamente estudiados son los efectos de los
carbohidratos, reguladores de crecimiento y métodos de cultivo tendientes a
mejorar la eficiencia de la embriogénesis somatica de esparrago. Levi y Sink
(1992) estudiaron el efecto de varias concentraciones hormonales y de
carbohidratos sobre la iniciacién y desarrollo en plantulas de embriones somaticos
de A. officinalis L. Demostraron que altos niveles de ANA (54 a 107 uM) aumentan
y sincronizan la formacion de embriones somaticos de esparrago en
suspensiones. Estas observaciones indican que las auxinas a tales niveles

pueden ser requeridas para una embriogénesis somatica exitosa en algunas



monocotileddéneas. En cuanto a la concentracion de carbohidratos hallaron que el
cultivo de embriones por dos semanas sobre medio sélido con altos niveles de
carbohidratos (sucrosa 0.18M, fructosa o glucosa 0.33M) seguidos de una
transferencia a un medio con un nivel bajo de concentraciéon de carbohidratos
(sucrosa, fructosa o glucosa 0.06 - 0.1M) aumenta significativamente la conversion
de los embriones a plantulas. Por esto dedujeron que los carbohidratos estan
involucrados en la regulacion del potencial osmaotico de las células vegetales in

vitro.

Levi y Sink (1991) hicieron un estudio en el que considerando que la
embriogénesis somatica en el esparrago puede ocurrir en varias vias, usando
diferentes explantes y reguladores de crecimiento, algunos esquemas son mas
eficientes. Cultivaron tres tipos de explantes, secciones de tallo, coronas y yemas
laterales en medios de induccion y de desarrollo de embriones con varias
concentraciones y tipos de reguladores de crecimiento. Combinaron 2,4 D vy
Kinetina y ANA y Kinetina. Mediante estudio estadistico de la produccion de
embriones globulares, bipolares y plantulas determinaron que las coronas y yemas
laterales son mejores recursos que las secciones de tallos para iniciar los callos
embriogénicos y ANA y Kinetina (concentraciones de 0-1.0 mg/L respectivamente)

fueron superior a 2,4 D en la induccién de embriones normales.

Li y Wolyn (1996) estudiaron los efectos del acido abcisico (ABA) y ancimidol en el
medio de germinacion de embriones sobre la conversién de embriones primarios a

plantulas y embriogénesis secundaria en esparrago. ABA y ancimidol aumentan



significativamente ambas respuestas. El tratamiento mas efectivo para la
conversion de embriones fue ABA en concentraciones de 0.19 y 0.28 uM, con 75-
77% de embriones bipolares y 55-57% de embriones globulares convertidos a
plantulas respectivamente. Para la embriogénesis secundaria, el tratamiento mas
efectivo fue ancimidol en concentraciones de 1.95y 2.93 uM, con 99-101% y 84-
86% de embriones somaticos producidos de los embriones globulares y embriones
bipolares respectivamente. Los embriones bipolares generalmente se convirtieron
a plantulas mejor que los embriones globulares, pero mas embriones secundarios
fueron producidos de embriones globulares que de embriones bipolares en todos
los tratamientos. ABA y ancimidol también afectaron la morfologia de las plantulas
producidas. Las plantulas de embriones incubados sobre medio con ancimidol
tuvieron tallos y raices fuertes y gruesos, mientras que aquellas sobre medio con

ABA eran largas, con tallos delgados y cortos y raices delgadas.

Levi y Sink (1990) hicieron otro estudio sobre los efectos de diferentes
carbohidratos durante la embriogénesis somatica en A. officinalis L. Cuando 1.5
mg/L* de 2,4 D + 0.3 mg/L! de 2iP y 2 - 6% de glucosa, sucrosa o fructosa fueron
usados en el medio de induccién, el nimero promedio de embriones fue 1286, 719
y 515 por g* de callo, respectivamente, relativo al tipo de carbohidratos. Sobre un
medio de subcultivo bajo en auxina. 0.08 mg/L?* + 0.2 mg/L* de 2iP, el nimero
promedio de embriones somaticos fue 38, 310 y 262 para glucosa, sucrosa y
fructosa respectivamente. En general la glucosa promueve el crecimiento de
raices, la fructosa promueve tallos y la sucrosa promueve el crecimiento de raices

y tallos. La concentracibn de carbohidratos fue también importante en la



maduracién y germinacion. La tasa de germinacion promedio sobre
concentraciones de carbohidratos de 2% y 5% fue de 1.8 y 7.4 plantulas por g* de
callo respectivamente. La combinacion de 5% de sucrosa en el medio de
induccion de embriones y 5% de fructosa en el medio de subcultivo originé la mas

alta tasa de germinacion; 10.2 plantulas por g* de callo.

Shigeta, et al (1996) describen debido al pobre porcentaje y caracteristicas de
enraizamiento con el uso de métodos convencionales de propagacion in vitro del
esparrago, un consistente y eficiente método para producir plantulas con raices a
partir de segmentos de tallo de plantulas stock asépticas, mediante la adicion de
Gellan gum y glucosa al medio en altas concentraciones. Usando altas
concentraciones de Gellan gum en medio MS solidificado que contenia 0.1 mg/L
de ANA, 0.1 mg/L de Kinetina y 30 g/L de sucrosa, los explantes de tallo de
esparrago, A. officinalis L produjeron raices de almacenamiento gruesas. La
frecuencia de enraizamiento (40-96%) usando 8 g/L de Gellan gum fue
aproximadamente el doble que usando 2 g/L (20-45%). La adicién de 20 g/L de
glucosa incrementd efectivamente la formacién de raices (70%) para los clones
con una frecuencia de enraizamiento relativamente baja (40%) a una alta

concentracion de Gellan gum 8g/L.

Baochun y Wolyn (1997) hicieron un estudio en el cual llevaron a cabo dos
experimentos conducidos a investigar los efectos interactivos del ancimidol con
ANA vy sucrosa sobre la produccion y desarrollo de embriones somaticos de

esparrago y la germinacién de estos embriones en plantulas. Observaron una



interaccion significante entre la sucrosa y ancimidol solo para la produccion de
embriones bipolares: 4% de sucrosa con 0.75 mg/L! de ancimidol dieron el mejor
resultado, 78 por g de callo. La frecuencia de embriones globulares decrecié
cuando las concentraciones de glucosa y ancimidol aumentaron. La
concentracion de sucrosa afectd la germinacion de embriones; 3% y 4% de
sucrosa fueron Optimos con aproximadamente 60% y 40% de embriones
globulares y bipolares germinantes respectivamente. También observaron una
interaccion significativa entre ancimidol y ANA para la producciéon de embriones
bipolares y globulares y su germinacion. Las concentraciones variables de
ancimidol afectaron la produccion y germinacion de embriones en combinacion
con 0.1 mg/L? de ANA, pero no con 1.0 mg/L' de ANA. El tratamiento
combinacién de 0.1 mg/Lt de ANA con 0.75 mg/L* de ancimidol produce el mayor
nimero de embriones bipolares, 64 g* por callo y el mas grande porcentaje de

embriones bipolares y globulares germinados fue 63% y 42% respectivamente.

Kunitake, et al (1997) describen las condiciones de cultivo necesarias para la
germinacion y desarrollo normales de embriones somaticos derivados de callos
embriogénicos de esparrago. En particular estudian los efectos de varios
azucares sobre la formacion de embriones somaticos. Cultivaron y mantuvieron
callos embriogénicos derivados de yemas internodales sobre medio MS que
contenia 2 mg/L de 2,4 D, 3% de sucrosa y 0.2 % de Gellan gum. Se indujeron
embriones somaticos normales de callos embriogénicos mediante un
pretratamiento con medio liquido ¥2 MS por 7 dias, tamizandose luego a través de

redes de poro de 600 uM y luego desecados parcialmente sobre medio MS



carente de reguladores de crecimiento, conteniendo una alta concentracion de
Gellan gum (1.0% w/v) por una semana. Ademas, el uso de maltosa como un
azucar y/o un osmoético en el medio de induccion de embriones, promueve el
desarrollo de embriones somaticos normales. Usando estos métodos, fueron
inducidos embriones bipolares no vitrificados 30 dias después de la transferencia
(aprox. 1500 embriones en 1 ml). Los embriones somaticos inducidos sobre
medio conteniendo maltosa exhibieron una mas alta tasa de germinacion (mas del
80%) con tratamiento en frio (14 dias a 4°C) que aquellos inducidos sobre medio

que contenia sucrosa.

Baochun y Wolyn (1995) examinaron los efectos del ancimidol, ABA, uniconazol y
paclobutrazol sobre la induccion y desarrollo de embriones somaticos de
esparrago y la habilidad de estos embriones para convertirse en plantulas. Ellos
colocaron callos en medio de induccién (MS plus, 3% de sucrosa, 0.1 mg/L? de
ANA, 0.5 mg/L! de Kinetina y 3% de Gelrite) con diferentes concentraciones de
estos componentes. Luego de 8 semanas, los embriones globulares y bipolares
recogidos se colocaron en un medio de germinacion (MS plus, 6% de sucrosa, 0.1
mg/L? de ANA, 0.1 mg/L? de Kinetina, 0.75 mg/L? de ancimidol, 40 mg/L! de
sulfato de adenina hidratado, 0.17 mg/L* de fosfato de sodio monobasico y 3% de
Gelrite) para la conversion a plantulas. La inclusion de ancimidol, uniconazol,
ABA, y paclobutrazol en el medio de induccién de embriones no afecté el nUmero
total de embriones somaticos producidos con relacion al control que estaba
carente de estos compuestos. Sin embargo, ancimidol, ABA y uniconazol

mejoraron significativamente el desarrollo de embriones por un incremento en la



produccion de embriones bipolares 250-750% y decrecimiento de los embriones
globulares 8-35% relativo al control. Los embriones bipolares producidos con
cualquiera de los cuatro componentes en el medio de inducciéon de embriones se
convirtieron a plantulas en tasa 700-1100% mas altas que el control. Ninguno de
los embriones globulares se desarrollo en plantula. Ancimidol (0.75 mg/L?) y ABA
(0.05 mg/L?) fueron los tratamientos mas efectivos; 61 y 46 embriones bipolares
fueron producidos por g-1 de callo, y 38% y 37% de embriones bipolares
convertidos a plantulas respectivamente. Estos resultados indican que ancimidol,
uniconazol, ABA, y paclobutrazol aumentan significativamente la produccién de
embriones somaticos de esparrago y su conversion a plantulas, y ancimidol y ABA

fueron mas efectivos que uniconazol y paclobutrazol.

Peng y Wolyn (1999) hicieron un experimento conducido a investigar los efectos
de componentes de medio, periodos de pretratamiento en frio para yemas de
flores, y un periodo de co-cultivo de anteras sobre cultivo respuesta. Todos los
factores afectaron la frecuencia de division de las microsporas de esparrago y la
produccion de callos derivados de microsporas. Los mejores resultados fueron
obtenidos con el pretratamiento de yemas florales a 4°C por 7 - 9 dias, co-
cultivando anteras con microsporas por 14 dias, e incluyendo 6% de sucrosa, 2
mg/L-1 de ANA y 1 mg/L-1 de BA en el medio de cultivo. Luego de 4 dias de
cultivo muchas microsporas contenian cuerpos de lamidos y murieron. El 2% de
microsporas carentes de estas estructuras se dividieron y produjeron microcallos.
Para los mejores tratamientos en los diferentes experimentos, cerca de 140 callos

por 100 anteras fueron recogidos. ||| Cultivados sobre 4 diferentes medios de



regeneracion, 19.6-21% y 3.9-8.0% de callos derivados de microsporas produjeron
tallos y embriones, respectivamente, y finalmente plantulas, entre las cuales 49%

fueron haploides, 34% diploides, 4% triploides y 11% tetraploides.

Levi. Ay Sink. K. C (1991) hicieron un estudio histologico y morfolégico de la
embriogénesis somatica del esparrago en cultivos de callos. Los callos en etapas
tempranas sobre el medio de induccion fueron amarillentos y friables y estuvieron
compuestos de muchos grupos discretos de células embriogénicas rodeados de
células vacuoladas grandes. En contraste con las células circundantes del tejido,
las células embriogénicas poseen un citoplasma denso, un nudcleo conspicuo y
una pared celular que se tifie bastante, lo cual es caracteristico de la
embriogénesis temprana en especias de monocotiledéneas. Luego de 4 semanas
estos embriones pasan al estado globular temprano que consiste de una region
esférica de 8 a 64 células pequefas, citoplasmaticamente densas, unidas a una
region elongada de 6 a 14 células grandes. Luego de 2 semanas sobre un medio
de desarrollo, los embriones globulares desarrollaron una forma bipolar estando
compuestos de células de 2 a 6 veces mas grandes que aquellas en el estado
globular. Los embriones bipolares tienen una region extendida hacia arriba que
forma el cotileddn y el epicoétilo y una region hacia abajo que forma la radicula. Los
embriones ya maduros eran opacos en apariencia y poseian un cotiledén bien
distinguido, un apice de tallo y una ridicula elongada. Poseian también un tejido
vascular que aparentemente conecta la raiz y el apice. Después de la formacion
de la plantula, el apice de tallo de los embriones maduros se diferencié

completamente y estaba rodeado de un coleoptilo largo.



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO in vitro DE ESPARRAGO

Se colectaron turiones de esparrago en la esparraguera Agricola Palacé ubicada
en la zona rural de Popayan, a la altura del kildmetro tres de la via que conduce al
municipio de Totord. La finca esta ubicada a una altura de 1800 msnm con una
temperatura promedio de 25 °C. Los turiones colectados (hibrido UC157 F1)
tenian entre 20 y 25 cm de longitud. Se llevaron los turiones colectados al
laboratorio, se lavaron y se procedio a la extraccion de los apices caulinares de los
segmentos internodales ubicados de la parte media a superior del turiéon con la
ayuda de un estereomicroscopio. En una camara de flujo laminar clase Il
(Labconco) se procedié a la desinfestacion y desinfeccion de los explantes. Se
colocaron los explantes en etanol 70% durante 1 minuto, luego se trasladaron a
una solucién de hipoclorito de sodio 0.25% + 3 gotas de twen 20 por 5 minutos y

se lavaron finalmente de 3 a 5 veces en agua destilada estéril.

Se colocaron los explantes sobre medio de crecimiento Murashige & Skoog que
tenia un pH 5.8, enriquecido con 0.1 mg/L de Kinetina y 0.1 mg/L de Acido

Naftalenacético. Se sembraron 100 repeticiones para el tratamiento con hormonas



y 100 repeticiones para el tratamiento control sin hormonas. Los explantes se
mantuvieron a 27°C en promedio, con 16 hora luz / 8 horas oscuridad, a 3000 lux

de intensidad luminica 'y 70% de humedad relativa.

5.2 TOMA DE MUESTRAS PARA LA EVALUACION DEL PROCESO DE

EMBRIOGENESIS SOMATICA

Se tomaron muestras del material vegetal desde el establecimiento del cultivo el
cual se tomo6 como referencia del punto de partida hasta el dia 4 de crecimiento en
tres tomas diferentes distanciadas de si por intervalos de aproximadamente 4
horas, 8 am, 12 m, y 5 pm. A partir del dia 5 se tomaron muestras adicionales
cada 24 horas hasta el dia 10 y por ultimo se tom6 una muestra final el dia 15.
Las muestras se fijaron en una solucion de formol 10% y acido cromico 0.5% y se

refrigeraron a 4°C de 24 a 48 horas.

5.3 TOMA DE MUESTRAS PARA EVALUACION DE PIGMENTOS

FOTOSINTETICOS: CLOROFILAS.

Al mismo tiempo que se tomaron muestras para el proceso histologico, se tomaron
muestras para analizar la presencia de clorofilas y su cuantificacion. Se tomaron
muestras de 0.003 g y se maceraron en 1 ml de Acetona. Se filtr6 este macerado y
se procedio a leer la absorbancia a 645 nm y 663 nm en un espectrofotometro UV

Visible Espectronic Génesys 5



5.4 PREPARACION HISTOLOGICA DE LAS MUESTRAS

Todo el material vegetal se deshidraté en una serie de alcoholes ascendentes,
30% hasta absoluto, se aclararon en tres series de soluciones de etanol-
cloroformo, 1:3, 1:1, 3:1, se infiltraron en series de cloroformo-parafina y parafina
pura y se incluyeron finalmente en bloques de parafina pura. Las muestras se
cortaron en un Micrétomo Rotario Manual 820 American Optical, realizandose
cortes de 5 p de espesor. Las muestras histologicas se recogieron en

portaobjetos.

5. 5 HISTOQUIMICA

El material histologico obtenido se proceso en 5 pruebas histoquimicas: prueba de
Schiff- Acido Peryorico, Azul de Bromofenol, Verde Metilo — Fucsina Acida, AMB y
como prueba adicional Azul de Toluidina. (Ver Anexo A). Las muestras que se
obtuvieron en los procedimientos de histoquimica se cubrieron con cubreobjetos y

se sellaron con Entellan.



6. RESULTADOS Y DISCUSION

Para el estudio de las fases mas relevantes de la embriogénesis somatica del
esparrago, se tomo como referencia los meristemos apicales Unicamente,
excluyendo los meristemas radicales. Se obtuvo durante el periodo de cultivo un

porcentaje de contaminacion del 4%.

A simple vista, se presentaron cambios en las muestras a partir del primer dia de
establecido el cultivo. Los explantes en el medio con hormonas y control
incrementaron su coloracién verde indicando actividad fotosintética y presentaron

un aumento de tamario.

La biosintesis de clorofila y su cuantificacion como un indicador biolégico en la
etapa del establecimiento del cultivo permite verificar inicialmente el estado del
material que se siembra. El tejido que responde adecuadamente a las condiciones
del cultivo relativas a las condiciones del ambiente (fotoperiodo 16h luz/8h
oscuridad, 3000 lux de intensidad luminica y 24 a 28°C temperatura dia y 15°C
temperatura noche), macro y micronutrientes y hormonas se observa en las

variaciones en intensidad del verde del pigmento. Los tejidos muertos o



deteriorados por el tratamiento de desinfestacién-desinfeccion se tornan

blanquecinos y mueren rapidamente.

En este trabajo la evaluacion mas importante es la relacionada con el tratamiento
hormonal con Acido naftalénacético (ANA 0.1 mg/L) y Kinetina (KIN 0.1 mg/L) del
bloque experimental principal y la comparacién con un bloque experimental control
sin hormonas. La mezcla hormonal ANA + KIN utilizada para el estudio de la
embriogénesis somatica en este trabajo resultd ser la combinacién que estabiliza
la biosintesis del pigmento fotosintético a partir de las 50 horas. EIl bloque control,
sin hormonas, presentd una tendencia parecida a las plantulas que crecieron con
la mezcla hormonal ANA + KIN, conservando su pigmentacion durante algunos
dias de cultivo. Sin embargo, el crecimiento y desarrollo fue lento, y hacia el final
del periodo de cultivo perdieron totalmente su pigmentacion, tornandose los
explantes cafés, amarillos y finalmente blancos. Por ultimo, todos los explantes
que se establecieron en el medio control sin hormonas murieron, indicando el
decisivo papel de las hormonas en el inicio del desarrollo de las plantulas y

desarrollo del turién, del cual depende la productividad del espéarrago.

En la Figura 1 se muestra la grafica donde se indican los resultados del

seguimiento de la clorofila con los distintos tratamientos.
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Figura 1. Cuantificacion de clorofila durante los primeros estadios de desarrollo.

Una parte muy importante del presente trabajo es el estudio de los eventos del
desarrollo del esparrago cultivado in vitro a partir de yemas laterales del turion. La
mezcla hormonal utilizada (ANA 0.1 mg/L + KIN 0.2mg/L) es la misma que usoé
exitosamente Slabbert, Lindeque y Ferreira (1990). Los resultados de esta
investigacion ratifican la eficacia del sistema, comprobando ademas que las
hormonas exdgenas, tales como auxinas y citoquininas son indispensables para el
establecimiento del cultivo, confirmado también por lo visto por Leviy Sink (1992),
quienes determinaron que las auxinas son el sistema que mas eficientemente
promueve la embriogénesis somatica indirecta del esparrago. Esta afirmacion se

sustenta por los resultados obtenidos en el grupo control, donde el crecimiento y



diferenciacion celular muestran un estancamiento en las primeras fases del

desarrollo.

Esto se puede explicar debido a que el efecto tipico de las hormonas vegetales o
reguladores de crecimiento, en este caso auxinas (ANA) y citoquininas (KIN) es
promover la elongacion y division celular. EIl efecto tipico de las auxinas es
promover la expansion celular a concentraciones fisioldgicas y participan, aunque
no directamente, en la division celular, siendo necesaria para una o mas fases del
ciclo celular, posiblemente para la sintesis de DNA y RNA asociadas a la fase S.
Las citoquininas participan activamente en la division celular, existiendo un sitio de
control sensitivo a las citoquininas dentro del ciclo celular, en G2, aumentando la
tasa de sintesis de DNA. También existen evidencias que se pueden formar
embriones somaticos desde apices sin tratamiento con auxinas (Delbreil y Jullien,
1994) pero estas clases de tejidos embriogénicos aparecen de manera esporadica

tras varias rondas de cultivo.

Segun datos observados en campo y comentarios personales de ingenieros
agronomos que trabajan el esparrago en campo, el esparrago posee un
crecimiento considerable, de entre 1 y 3 cm por dia, principalmente el esparrago
blanco. No se han encontrado en la bibliografia antecedentes de investigaciones
hechas, para relacionar este crecimiento in vivo con una presencia elevada de
hormonas vegetales enddgenas o un estudio para determinar que hormonas estan
presentes en los turiones y en que cantidad y su relacion con éste considerable

crecimiento.



En esparrago como en todas las plantas superiores, la formacion de 6rganos es
critica para generar la region vegetativa de la planta. La formacion de las partes
aéreas se presenta en una coleccion de células denominada el meristema del tallo

(MT), el cual se establece durante la embriogénesis (Figura 2 Ay B).

El meristemo del tallo (MT) es una estructura dinAmica que se encuentra en
crecimiento continuo y formacion de 6rganos y esta compuesto de un sistema de
zonas interrelacionadas, las células de la zona central dan origen a las células de
esta misma zona, a las periféricas, y las células que ocupan la zona periférica
(ZP) posteriormente se encuentran en la zona de formacién de 6rganos. La zona
central o también llamada region distal o centro del meristema comprende un
grupo de células embriogénicas iniciales en una o mas capas.(Figura 2 A). Este
es el centro o punto focal del meristema, del que depende la integridad del
desarrollo del eje primario de la planta. La zona periférica y en otros casos
también conocida como region subdistal posee capas de células meristematicas.
En la zona de formacion de o6rganos (Figura 2B) también llamada region
organogénica, es como su nombre lo indica, donde se desarrollan 6rganos,
especialmente primordios de hojas. En la zona de maduracion (Figura 2 A) o
region subapical se caracteriza usualmente por un considerable crecimiento y
elongacién del tallo, un alargamiento conspicuo del primordio y formacién activa

de cortex parenquimatoso y diferenciacion del tejido vascular.



Figura 2. Regiones funcionales del meristema del tallo (MT). (A) Zona periférica
(ZP) de division celular mas rapida. Zona central (ZC) de division lenta. Zona de
maduracién (ZM). Azul de toluidina 20X. (B) Regiones funcionales. Coloracion de
Schiff. 20X.

Desde hace mucho tiempo se han descrito los eventos morfogenéticos e

histolégicos en angiospermas como eventos dinamicos y simétricos.

El esparrago también presenta el comportamiento tipico de las plantas superiores.
Los eventos mitoticos y los comienzos de la morfogénesis se observan a nivel de
microscopia oOptica desde muy temprano. En esta investigacion se partio de la
obtencion de meristemas apicales ubicados en las yemas laterales recubiertas por
las bracteas del turion. Los meristemas constituidos por fragmentos centrales de
meristemas apicales se cortaron bajo el estereomicroscopio en trozos de 4x4 mm
dejando 3 mm la parte inferior, lo cual permitia identificar la orientacidén del tejido

para la siembra sobre el medio de cultivo.



El crecimiento y desarrollo en esparrago se caracteriza por la division celular
intensa, expansion y diferenciacion a lo largo de dos ejes principales, el eje basal-
apical y el eje radial. Inicialmente se observé la formacion de callos, siguiendo con
los procesos de embriogénesis y la formacion de plantulas. Segun Reuther (1977)
la regeneracion de plantas a través de embriogénesis somatica se ha reportado en
pocas especies de la familia Liliaceae, incluyendo Asparagus officinalis L. En esta
investigacion los embriones somaticos se desarrollaron directamente a partir del
explante. Estos explantes se cultivaron en medio Murashige-Skoog, enriquecido
con una mezcla hormonal de ANA + KIN 0.1 mg/L y se desarrollaron a plantulas

sin cambiarlos de medio de cultivo.

Como se menciond anteriormente, la mayoria de las estructuras de la planta se
derivan de las actividades de grupos especializados de células, conocidos como
meristemas apicales, localizados en los puntos de crecimiento. Estos meristemas
originan la parte aérea en una planta tipica como el esparrago. También
representan los sitios donde se originan los 6rganos y se establece el patrén del
sistema del tallo. En la Figura 3, se presentan los diferentes eventos que puede
presentar el desarrollo de los meristemas apicales. En este caso el patron de
crecimiento derivé en la formaciéon de 3, 4, 5 6 més tallos, observado también en
las preparaciones histoldgicas, tallos que mas adelante constituyeron plantulas

independientes.
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Figura 3. Eventos iniciales del desarrollo de Asparagus officinalis L. En (A)
Segundo dia de desarrollo. Coloracion de azul de toluidina 20X. (B) Primer dia de
desarrollo. Azul bromofenol , 20X. (C) eventos iniciales primer dia. Azul
bromofenol 20X. (D) Segundo dia, coloracién de Schiff. 20x.

Este patron de desarrollo es curioso e interesante ya que desde el punto de vista
de obtencion de plantulas se pueden generar varios turiones a partir de un solo
meristema apical extraido de los meristemas axilares que se encuentran

protegidos por hojas modificadas o bracteas en turiones maduros que se utilizaron



como plantas madres. En la figura 3 (A; B; C y D) se muestran las yemas axilares
localizadas entre cada primordio foliar en distintos estados de desarrollo. También
algunas plantulas presentaron enraizamiento, aproximadamente un 4% del total de
plantulas, siendo un caso raro, debido a que, como reporta la bibliografia, las
plantulas de esparrago, dan a lugar al enraizamiento bajo un crecimiento en medio
de cultivo con distinta concentracion y combinacion hormonal ¢ carente de ella.

(Slabbert, Lindeque y Ferreira, 1990)

En C y B de la figura anterior se pueden observar los eventos tempranos de la
diferenciacion celular. Abundantes ndcleos que indican segun su densidad las
tasas de division celular. La incipiente formacion de yemas axilares (Y.ax.*) que
derivaran en primordios foliares o posibles tallos, ya que no existe una sola via de
diferenciacion. En A, B y D las yemas axilares alcanzan un mayor crecimiento y se
ubican entre cada primordio foliar. La tinciébn de Schiff (Figura 3D) indica la
presencia de polisacaridos que se ubican en mayor cantidad en las paredes
celulares y disminuye a nivel citoplasmatico; estas acumulaciones proteicas se
acumulan en los bordes superiores de las yemas. De la misma manera la tanica y

el area del meristemo apical se observan claramente en A, By D.

La zonacion citologica de las caracteristicas estructurales de la organizacion de
los meristemas apicales permite distinguir una zona central (Figura 4 ZC), zona
central, zona periférica (ZP). Los procesos de diferenciacion celular dependen de
la expresion de genes de los meristemas y de los importantes mecanismos de

sefalizacién molecular.
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Figura 4. Tercer dia de desarrollo de Asparagus officinalis L. A,C,D, (20X) tincion
de azul de toluidina. B. Tincion de Schiff. Abreviaturas: (M.ap.) meristema apical.
(Y.axi.) yema axilar. (P.foliar) primordio foliar.

Las células de la zona central (ZC) se dividen menos que aquellas de las zonas
circundantes. Las divisiones de la ZC permiten mantener una poblacién de células
indeterminadas mientras se produce el abastecimiento de las células que se
incorporan en el primordio foliar del tallo. En la zona morfogenética (ZP) (zona
periférica) como se observa en la figura 4B, esta constituida por células mas

pequefas, las cuales poseen una division celular mas rapida y se localizan en los

bordes del meristema apical.



Los procesos morfogenéticos que ocurren en los meristemas apicales contribuyen
directamente a la especificacion de la forma de la planta, aunque las yemas

axilares y tejidos del tallo tambien tienen su origen en el meristema apical del tallo.

Aunque en las fotomicrografias no se observa claramente, la iniciacion de un
nuevo primordio foliar estd marcado por un cambio en el plano de la division

celular, mas que por el incremento en la tasa de division.

En la Figura 4 se muestran los eventos tempranos de la iniciacion de la hoja y del
sistema vascular. EI primordio de hoja es reconocible dentro del meristema a
causa de su crecimiento activo en un sitio localizado de tamafio y forma
caracteristico, una zona de metabolismo especial a menudo llamada centro de
crecimiento (Figura 4 A). La evidencia histolégica mas temprana es un cambio en
la orientacion de la division celular como se observa en las yemas axilares de B y
C (Figura 4). Estos cambios se evidencian en la epidermis y en el meristema del
tallo. El tamafo del primordio foliar varia en cada réplica experimental. Las
secciones longitudinales de la hoja se originan de células especificas del
meristema apical mas que de células del apice del primordio foliar como se
observa en la Figura 4C correspondiente al dia tercero en donde se muestra una

“hoja inmadura” o primordio foliar.

El crecimiento y desarrollo se ha pronunciado considerablemente en el cuarto dia
(Figura 5 A, B, C, D) y ya se puede observar el incipiente tallo del futuro turion que

se evidencia desde el dia 4 de iniciado el cultivo hasta el dia 13, en cual ya se



podian observar plantulas de aproximadamente 0.5 a 1 cm de altura. En la Figura

5B, se observa el tejido provascular denominada por algunos autores como hebras

provasculares.
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Figura 5. Estados de desarrollo del cuarto dia de Asparagus officinalis L. (A)

Tincién de Schiff. 20X (B) tincidn con azul bromofenol 20x (C) Coloracién con azul
de toluidina 20X y (D) Azul bromofenol.



El tejido vascular se observa a partir del cuarto dia, donde se observan los
elementos traquearios. El tejido vascular de los meristemas se desarrolla
primeramente en procambium vascular a partir de tejidos conductores maduros
que se localizan en las bases de los primordios jovenes de hojas. Estos tejidos
provasculares, a menudo debiles en su diferenciacion ofrecen incipientes vias de
translocacion y son funcionalmente importantes en el desarrollo organogénico en
el apice. En la Figura 6B, se muestra un sistema vascular maduro diferenciado a

partir del procambium vascular Figura 6A.

Figura 6. (A) Detalles de tejido provascular, tincion azul de toluidina 40X (B)
Elementos asociados, traqueidas, tincion azul de toluidina 40X.

Para el dia 22 de cultivo, todas las plantulas obtenidas poseian tallos vigorosos y
tenian un tamafio de 4 a 6 cm. A los 13 dias de establecido el cultivo, las

muestras del medio con hormonas comenzaron a emerger, formando plantulas de



aproximadamente 0.5 cm de tamafo, hasta el dia 22 en el cual todas las plantulas

emergieron.



7. CONCLUSIONES

La falta de investigaciones sobre histologia de la embriogénesis somatica directa
del esparrago, no permiten comparar y analizar semejanzas o establecer
diferencias. Los principales estudios llevados a cabo se realizan principalmente
sobre histologia y morfologia de embriogénesis somatica indirecta del esparrago,
es decir pasando por una etapa indiferenciada o callo, también sobre factores que
favorecen e influencian el proceso de embriogénesis somatica indirecta en el
esparrago, principalmente derivada de protoplastos y cultivos de suspensiones

celulares.

La presencia exogena de reguladores de crecimiento en el medio de cultivo en el
qgue se desarrollan los explantes es un factor critico e indispensable para el inicio
de los procesos de division celular, elongacion y desarrollo en plantulas. A su vez,
los reguladores de crecimiento presentaron una relacion con el incremento en la

cuantificacion de clorofilas totales y su final estabilizacion.

A nivel celular se pudieron observar zonas caracteristicas de desarrollo y
crecimiento de areas meristematicas, zona periférica, zona central, desde donde

se originan los distintos érganos dela planta. Se observaron claramente las



regiones funcionales del meristemo del tallo, como son la zona periférica, la cual
posee una division celular mas rapida, una zona central en donde hay una division
lenta y una zona de maduracion. Se observaron claramente las acumulaciones
proteicas, de polisacaridos en las zonas anteriormente mencionados,
acumulaciones caracteristicas de este tipo de tejidos, que por encontrarse en gran
actividad metabdlica y morfogenética requieren de estas reservas. Se observo
también claramente, la formaciéon del tejido vascular que se visualizd
histolégicamente, primariamente como procambium vascular, sistema que es

necesario para un completo desarrollo de la plantula.

Se establecio que el proceso es una buena técnica para producir embriones de
esparrago, estableciéndose como un sistema de micropropagacion in vitro que
puede llegar a ser promisorio, dadas las caracteristicas particulares que presento
el cultivo durante su desarrollo, presentando la produccién de varias plantulas a
partir de un solo explante (meristemo), desarrollandose a plantula y enraizando
todo sobre un solo medio. Estas caracteristicas en particular deberan ser objeto
de un estudio mas detallado, incluyendo un estudio a nivel estructural y molecular

para entender mejor los procesos de diferenciacion celular.
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ANEXO A. Pruebas Histoquimicas

1. Prueba de Schiff (Acido Peryodico)

Desparafinacion de los tejidos a 60°C (20 min.)

Un paso por xilol (3 min.)

Xilol-etanol 1:1 (3 min)

|

Paso por alcoholes descendentes (absoluto, 96, 70, 50, 30 %) (3 min)

.

Agua destilada (3 min)

.

Gotas de acido periddico y lavado en agua corriente

Gotas de Schiff (15 min) y lavado con agua corriente (3 min)

|

Lavado en &cido acético 2% (2 min) y lavado en agua corriente



|

Xilol-etanol 1:1 (3 min) xilol (3 min) y montaje

2. Prueba de Azul de Bromofenol

Desparafinacion de tejidos a 60°C (20 min.)
Un paso por xilol (3 min)

"

Etanol 96% (3 min)

|

Azul de Bromofenol (15 min)

Acido acético 0.5% (20 min) y lavado en agua corriente (3 min)

|

Deshidratacion en alcoholes graduales (3 min) cada uno

"

Xilol (3 min.) y montaje

3. Prueba de verde metilo-fuccina acida

Desparafinacién de los tejidos a 60°C (20 min)



|

Dos pasos por xilol (2 min)

Dos cambios en etanol absoluto (2 min.) y agua corriente (2-3 min.)
Mezcla de verde metilo y fuccina acida (30 seg.) e inmersion rapida en agua
corriente

|

Dos pasos por xilol (2 min.) y montaje.

4. Tincion AMB (solucion a: 1 g Azul de Metileno + 1 g de Borato de sodio
en 100 ml de agua destilada; solucion b: 1 g de Azure b

en 100 ml de agua destilada

Desparafinacién de los tejidos a 60°C (20 min.)

|

Un paso por xilol (3 min.)

|

Mezcla de solucion ay solucién b (1:1) (3 min.)

|

Lavado en agua corriente para retirar exceso de colorante

"

Un paso por xilol (3 min.) y montaje



5. Prueba de Azul de Toluidina

Desparafinacion de los tejidos a 60°C (20 min.)

"

Un paso por xilol (3 min.)

|

Solucién de Azul de Toluidina 1% (15 seg.)

|

Tres lavados en agua corriente

|

Xilol (3 min.) y montaje



ANEXO B. Proceso histolégico

Toma de muestras del material vegetal

!

Fijacion de muestras en Formol 10% - Acido crémico 0.5% durante 24 horas

|

Cinco lavados en agua corriente 1 hora
Deshidratacion en alcoholes ascendentes 30, 70, 80,90, 95 y absoluto 1h cada
cambio
Aclaramiento en una mezcla de etanol-cloroformo 3:1, 1:1, 1:3 (1 hora) y
cloroformo puro 10 minutos

|

Infiltracion en cloroformo-parafina 1:1 54°C (12 h)

v

Infiltracion en parafina pura 58 °C (6 h)

Inclusién en parafina pura



ANEXO C. Cuantificacion de clorofilas

Colectar 0.003 g de material vegetal

v

Extraccion de pigmentos en 1 ml de acetona

Macerar muestras vy filtrar

|

Andlisis espectroscopico de la absorbancia a 645 y 663 nm

v

Calculo de concentracion de clorofilas

Clorofilaa + b =5.13 x 663 +20.41 x 645 x b / 1000 x pf; donde b es igual al
volumen final del extracto de clorofila y pf es el peso fresco en gramos de la
muestra. Los valores obtenidos con esta formula se expresan en mg/L,

convertirlos a mg/ml.



