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ABREVIATURAS 

AIA Acido Indol - 3 - Acético 

AIB = Acido Indol - 3 - Butfrico 

ANA Acido -Naftalén- Acético 

BA = 6 Bencil Adenina 

2.4-0 = Acido 2,4 - Diclorofenoxiacético 

K • 6 Furfuril Aminopurina. (Cinetina) 
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CTV = Cultivo de Tejidos Vegetales 

MS = Medio de Cultivo Murashige & Skoog 



RESUMEN 

En el presente trabajo se analizaron las respuestas mo! 

fogénicas de Asparagus officinal is L., cultivar UC-72 y Mary 

Washington 500, utilizando como explantes meristemos ápica-­

les y segmentos de.tallo. 

El medio básico fué MS sin glicina. Para promover bro_!! 

ción múltiple fué suplementado con reguladores de crecimiento 

ANA + K y ANA + BA. 

En todos los tratamientos se observó la formación de ca­

llo a partir del cual se originaron los brotes y sólo en alg~ 

nos casos se formaron pl~ntulas con rafz. 

El medio suplementado con ANA (5.3).IM) + K (4.6p,M) mos­

tró la mejor respuesta obteniendo un promedio de 21 brotes -­

por me r 1s temo. 

A los brotes obtenidos se les indujo formación de rafz 

lo cual se logró en un 60% al utilizarse (ANA µM) + K(0.5 )IM). 

Los segmentos de tallo generalmente originaron callo --­

friable con un intervalo de 80-90%. 



INTRODUCCION 

l.- El espárrago 

El espárrago, ~sparagus officinalis L., pertenece a la 

familia Liliaceae. Planta perenne que inverna como un rizoma. 

Los tallos emergen en la ~rimavera conociendose como turiones 

o espárragos, se cosechan blancos y verdes; .es subterr§neo con 

aspecto rastrero y presenta varias yemas de las cuales se des! 

rrollan nuevos brotes que antes de emerger tien~n un color 

blanco. Al conjunto de rafees y la parte subterr4nea se deno­

mina garra o peine. La zona aérea esta constituida por turio­

nes que al brotar a la superficie adquieren un color verde 

(Sfmonds, 1979). Las hojas constan de escamas contiguas (Lane 

y Kitchen, 1973). 

Se han descrito (Rigau, 1966) dos tipos de rafees; unas 

carnosas cuya funci6n es acumulaci6n de reservas alimenticias, 

de gran importancia debido a que de estas depende la produc-­

ci6n de turiones, tienen una duraci6n de 15 a 20 anos a lo la~ 

go de los cuales van aumentando en grosor y longitud, y otras 

fibrosas que se localizan sobre las anteriores, absorven agua 

y ~ales minerales del suelo. Las rafees fibrosas son anuales. 

Los 6rganos de reproducci6n se encuentran en flores sepa­

radas. La flor femenina lleva un ovario súpero con estigmas 



trffidos, en su base se encuentran 6 estambres atrofiados, pr~ 

senta 6 pétalos. La flor masculina tiene 6 estambres funcion! 

les y a su alrrededor 6 pétalos. 

El fruto es una baya escarlata en un principio de color -

verde, posteriormente roja. Las bayas generalmente contienen 

de 4 a 6 semillas (Simonds, 1979). 

Las semillas son pequenas de color negro azulado, de 2 a 

4 mm de diámetro, triangulares con una superficie c6ncava que 

semeja una he~didura con dos caras convexas. Con una viabil! 

dad de 5 a 8 anos, un tiempo de germinaci6n de 7 a 21 dfas y 

una temperatura requerida de 20 a JOºC (Támaro, 1974). 

El esp&rrago se considera rico en vitamina B y e {Quer, 

1980). El color del esp&rrago es una caracterfstica de impo~ 

tancta econ6mica, dependiendo de éste es el consumo por la ·­

gente de distintas regiones, por ejemplo en Alemania ~ Pafses 

Bajos prefieren un color blanco, mientras que en Francia el -

color violeta, en los Estados Unidos prefieren aquellos espá­

rragos que presentan un color verde oscuro hasta ligeramente 

violeta oscuro. 

Las fibras de la porciOn comestible forman un cilindro -

periciclico fibroso, este se encuentra unido al tallo por de­

bajo de la superficie. La dureza de las fibras disminuye 
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hacia arriba, en general se prefieren aquellos espárragos de 

aproximadamente 2 cm de diámetro y de consistencia no fibrosa. 

Debido a sus propiedades diuréticas. los espárragos se -

han considerado medicinales, siendo empleados en la elabora-­

ci6n del té llamado "de las cinco rafees" t6nico difundido en 

España para el tratamiento de enfermedades del riñ6n. Los ta 

llos son utilizados para dolor de muelas y problemas cardfacos 

(Quer, 1980; Rigau, 1966 y Simonds,1979). 

2.- Origen y Distribuci6n 

A juzgar por las pinturas de algunos sepulcros, los esp4-

rragos ya se cultivaban en Egipto hace cerca de 6 mil años, -

de éste pafs fue llevado a Grecia, y posteriormente a España -

(Quer, 1980). 

Actualmente·su cultivo se extiende en varios pafses de-­

Europa llegando hasta Siberia. En México se encuentran zonas 

esparragueras en: Baja California Norte, Chihuahua, Guanajuato 

Querétaro y Sonora (Zamarripa, 1984, comunicaci6n personal). 

3,. Clasificaci6n (Cronquist, 1981) 

Reino 

Divisi6n 

Vegetal 

Magnoliophyta 
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Clase Liliopsidae 

Subclase Liliidae 

Orden Liliales 

Familia L i1 iaceae 

G~nero As2ara9us 

Especie As2ara9us officinalis L. 

Existen diferentes variedades de espArragos entre las cu!_ 

les la Mary Washington es una de las mAs cotizadas por produ-­

c1r vástagos gruesos (Rigau. 1966). 

Otras variedades de gran importancia son por ejemplo la -

UC-72 que debido a que es tolerante a Fusarium y al igual que 

la UC-66, han dado mayores rendimientos que otras como la UC-

309 en el Bajfo (Mu~oz. 1965). 

4.- Métodos de Propagac16n 

Basicamente existen dos diferentes formas de multipl1ca-­

ci6n una de ellas es por semillas, las cunles se obtienen de -

bayas .maduras y otra asexual por medio de porciones de corona. 

Actualmente la mAs empleada es por semillas. 

5.- Importancia Económica 

El cultivo de esp4rrago como alimento no es importante 
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para el mexicano debido a que no forma parte de su dieta regu-

1 ar ya que su costo es mayor que el de otras verduras, sin em­

bargo en otros países como Estados Unidos, Francia, Inglaterra 

etc., éste producto se consume en mayor cantidad y es muy pre-

ciado para la elaboración de ensaladas y algunos platillos tf­

picos del lugar, dada ésta situación el espárrago producido en 

México se exporta y tiene una fuerte demanda de Estados Unidos 

y Francia. 

Según datos estadfsticos (Zamarripa, 1984, comun1cac16n -

personal). En México se siembran aproximadamente 4287 ha con 

una producci6n de 20, 099 300 kg. promedio anual para 1983. A 

continuación se enlistan las entidades productoras de espárra-

go. 

Entidad Superf1 e i e cosechada Producción 
(ha) total/(T) 

Baja Cal Hornia Norte 1484 5046 

Chihuahua 15 15 

Guanajuato 1924 12692 

Querétaro 102 561 

Sonora 762 2679 

En la cosecha de enero a abril de 1984, en éste cuatrime! 

tre se exportaron 4, 645 003 kg. de espfrragos frescos 1 o que 

demuestra su gran importancia ·para el pafs (Martfnez, 1984, 
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cornunicaci6n personal). 

CULTIVO DE TEJIDOS 

1.- Generalidades 

El principio del cultivo de tejidos est4 basado en la •• 

teorfa celular elaborada en 1838 - 1839 por Schleiden y Schwan 

ésta teorfa plantea que todos los seres vivos est4n constitui 

dos por unidades b4sicas denominadas células y en conjunto fun 

cionan como un todo arm6nico, resultado de la suma de las int_! 

racciones de las unidades celulares. Cada célula funciona como 

un individuo capaz de generar a otro individuo idéntico con la 

misma informaci6n genética (Roberts, et.!!· 1977). 

La idea de experimentar con los tejidos y 6rganos de plan 

tas aisladas bajo condiciones controladas de laboratorio sur-­

gf 6 durante la Oltima parte del siglo XIX {Dodds y Roberts, --

1982) • 

Haberlandt en 1902, fué el primero en intentar cultivar -

c!lulas vegetales en un medio nutritivo para estudiar de una 

manera m4s cercana la capacidad de las células para ser aut6n.Q. 

mas y totiponciales, a partir de entonces muchos investigado-­

res aplicaron ésta técnica a sus trabajos. 
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En 1934, White trabajo con rafees de jitomate mantenien­

do el cultivo en continuo crecimiento por tiempo ilimitado. 

De acuerdo a White (1951), existe al inicio de la técnica de 

Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV) el problema de escoger el 

material vegetal y el medio nutritivo adecuado. El medio pro 

puesto por White fu~ uno de los primeros que se conocieron P! 

ra CTV, (Gautheret, 1982). 

En 1939 Gautheret en Parfs, Nobecourt en Grenoble y White 

en Princeton, publicaron independientemente descripciones de 

cultivos de cambium de zanahoria y tabaco. Todas éstas lfneas 

se cultivan y son representativas de los primeros cultivos de 

tejidos en sentido estricto del crecimiento desorganizado 

(Caldas, et!]_., 1975). 

En gran medida el éxito o fracaso en el desarrollo de CTV 

se ha debido a la composici6n de los medios de cultivo. 

En 1948 se concluy6 que en presencia de adenina prolife­

ran células y yemas. Skoog sugiri6 que los derivados de adenJ 

na promueven la divisi6n celular. 

En 1955 se aislo 1Jna citocinina y se ident1fic6 como 6-fu.r 

furil amino purina y nombrada cinetina (K), m~s tarde se con~ 

ci6 la zeatina (Z) presente, por ejemplo en el esdospermo de -

coco (Coccus nucifera) y en mafz (Zea mays), de donde deriva 
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su nombre. 

Un descubrimiento fundamental para el desarrollo de CTV 

dado a conocer por Skoog y Miller en 1957, fué el estableci-­

miento del papel que juegan los reguladores de crecimiento en 

el desarrollo de un cultivo.!!!. vitro, los cuales regulan la 

expresi6n morfogenética, b!sicamente en una relaci6n de auxi­

nas/citocininas (OQdds y Roberts, 1982). 

Las auxinas m4s empleadas en CTV son: AJA, ANA y 2,40 • . 
Dentro de éstas el AIA es un auxina de origen vegetal, es afef 

tada por factores que estimulan su degradaci6n como la luz, pe­

r6xidos y ciertas enzimas vegetales, un ejemplo de éstas es la 

AJA oxidasa (Ching, 1974). Yamakawa, et .!J.., senalan que 

AJA es estable a la esterilizaci6n en autoclave. El ANA es -­

una auxina sintética. El 2,40 es un herbicida muy potente pa­

ra el control de malezas de hojas anchas; en cultivo .!!!. vitro, 

estimula la formaci6n de callo a bajas concentracfonel en alg! 

nos explantes (Oodds y Roberts, 1982). 

Uno de los medios m4s ampliamente utilizados en CTV es el 

propuesto por Murashige y Skoog (1962) que fué desarrollado pa 

ra el cultivo de tabaco, sin embargo, ha llegado a ser el m4s 

utilizado para muchas especies pues promueve la organogenésis 

de muchos cultivos.!.!!. vitro (Karen, 1981). 
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Actualmente las técnicas de CTV son una alternativa en la 

propagación vegetativa, a partir de células que bajo condicio­

nes de cultivo controladas hacen patente sus potencialidades -

para diferenciarse en órganos y aun en plantas completas (Mu-­

rashige, 1974). Estas ténicas se han utilizado para la produf 

ción de fármacos .!.!! vitro, logrando ~l mejoramiento genético -

de plantas agronómicamente importantes, para el establecimien­

to de plantas especfficas libres de patógenos, en la propaga-­

ci6n clonal de variedades y especies seleccionadas (Murashige, 

1978), en la preservación de germoplasma, en el cultivo de em­

briones producto de hibridación de plantas y otras modificaci~ 

nes de plantas importantes en la agricultura, y en cultivo de 

6vulos y polen para la obtenci6n de haploides; otro adelanto -

fué la técnica de cultivo y aislamiento de protoplastos (Dodds 

y Roberts, 1982), asf como la fusi6n de especies diferentes P! 

ra la obtcnci6n de hfbridos som4ticos, ha llegado ha ser una 

herramienta útil para estudios de modfffcaci6n parasexual de -

células vegetales y sistema experimental para la producci6n de 

nuevas plantas (Chien, et tl·• 1982). 

El medio nutritivo, la edad, el tipo de explante, la luz, 

la temperatura, la humedad y el fotoperfodo, son factores 

im.portantes que van ha determinar el desarrollo del cultivo -­

(Dodds y Roberts, 1982). El medio nutritivo para el CTV debe 

suplir al suelo, fertilizantes, agua y fuentes de carbono in 

vitro son necesarios para las plantas. 
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La mayorfa de los medios utilizados en el CTV estan for­

mados por cinco componentes: sales inorgánicas, fuentes de -­

carbono, reguladores de crecimiento y suplementos orgánicos 

(Gamborg, et.!}_., 1976; Gamborg, 19B2 y Karen, 1981). 

Dentro de los nutrientes inorgánicos se encuentran dis-­

tintas sales minerales en forma de macro y micronutrientes -­

los cuales son: N, K, Mg, S, P, Ca, I, B, Mn, Zn, Mo, Cu, Co, 

y Fe. 

Como fuente de carbono se utiliza la sacarosa que puede 

ser sustituida por glucosa, por fructosa u otros carbohfdra-­

tos (Gamborg, !!. !.!·• 1976 y Karen, 1981). La concentrac16n 

de sacarosa usualmente es de 2-4.5% e influye en la producci6n 

de metabolitos (Meinhart, 1978), pudiendo además tener afectos 

de regulaci6n osm6tica (Thorpe, 197B). 

De las vitaminas se sabe que la ti amina es esencial, pero 

también se utilizan la piridoxina, 4cfdo nfcotfnico y myo-fno! 

tol, las cuales ayudan a promover el crecimiento aplicandose 

en peq~eftas cantidades (Dodds y Roberts, 1982 y Gamborg, 1982). 

Se han utilizado suplementos naturales como agua de coco 

(AC), jugo de naranja, jitomate, hidrolizado de protefnas, 

etc., estos complejos mejoran la tasa de crecimiento celular 

(Murashige, 1974; Gamborg, 1982), si nembargo Chfld (1979) ha 
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informado que las concentraciones de los nutrientes conteni­

dos en el agua de coco así como otros complejos orgánicos v~ 

rian de acuerdo al grado de maduraci6n del mismo y esta situa 

ci6n se presenta tambi~n para otros extractos naturales cuya 

composici6n no esU determinada, por lo que al intentar rep! 

tir un experimiento con estos complejos orgánicos, los resu.! 

tados pueden no ser los mismos. 

Los reguladores de crecimiento son factores importantes 

debido a que controlan procesos que conducen al desarrollo de 

callo, yemas, brotes y rafees, con los cuales es posible en m.!!. 

chos casos "dirigir o inducir" la respuesta deseada de un te­

jido.!.!!. vitro (Oodds y Roberts, 1982). Existen diferentes -

reguladores de crecimiento tales como auxinas y citocinfnas. 

Las primeras son compuestos que estimulan la elongaci6n celu­

lar ya que al ser aplicadas en tejidos vegetales, facfl ftan 

la entrada de agua y sustratos como consecuencia de reblande­

cimiento de la pared celular que se vuelve mSs permeable 

(Ph11lips, 1971). 

Las citocinas regulan la divisi6n celular (cftoquinesis), 

participan en la d1ferenc1aci6n celular y tienen efectos de -

correlaci6n, latencia, floraci6n, regulacf6n de la senecencia 

y estimulaci6n de expansión del cot11edon (Vfllalobos, 1982). 

El efecto más caracterfstic~ de las cftocininas en CTV es la 

proliferación celular. 
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El pH en el medio es usualmente ajustado a un pH ~cido 

entre 5 y 6. Los efectos directos o indirectos de pH pueden 

estar involucrados en la respuesta de crecimiento, por ejem-­

plo, está implicado como un factor que controla el uso de ni­

tr6geno por célular vegetales. Durante el crecimiento de las 

células el pH del medio cambia conforme los iones son absorb! 

dos por las células o debido a productos de metabolismo que -

son excretados al medio (Caldas,~!!·· 1975 y Karen, 1981). 

La esterilizaci6n del medio de cultivo se realiza en au­

toclave o mediante filtros; los constituyentes termo14biles -

del medio, por ejemplo el GA3 deben esterilizarse con filtros 

con porosidad de 0.22 - 0.45 um y se agregan al medio después 

de que se haya esterilizado, si el cultivo es en suspensi6n -

se deja enfriar completamente y después se agrega el GA3, pe­

ro si el cultivo es en medio s61ido el GA3 deber& agregarse 

antes de que el agar solidifique, generalmente se adiciona -­

después de que el medio sale del autoclave y alcanza una tem~ 

peratura de unos 60°C. Esta mezcla se realiza en condiciones 

asépticas. 

Entre los factores que determinan el éxito de un cultivo 

est4n, la luz y temperatura. La iluminaci6n debe ser consid! 

rada en términos de intensidad, calidad y perfodo de 11umina­

ci6n. Los requerimientos de luz no son los mismos para todas las 

plantas. En CTV la fotosíntesis no es necesariamente una 
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actividad presente, sin embargo, la luz se necesita para regu­

lar ciertos procesos morfogenéticos. 

Se necesita una combinación entre la intensidad luminosa 

y el perfodo de exposición. El fotoperfodo influye en el des! 

rrollo de cultivo de tej~dos de plantas que normalmente respon 

den a un fotoperíodo. 

Se mantienen los cultivos en un medio ambiente el cual la 

temperatura es constante, usualmente es de 25ºC no tomando en 

cuenta las fluctuaciones de temperatura diurna y estacional b! 

jo las cuales las plantas se desarrollan en su hab1tat. Se 

han reportado diferentes temperaturas para varias especies, en 

el caso particular de esp!rrago Murashige (1974), seftala un 

intervalo de temperatura óptima de 26 a 30ºC y un fotoperfodo 

de 16 horas luz, 1000 lux con 8 horas de obscuridad. 

Cuando la atmósfera del sitio de incubación está muy seca 

el medio se deshidrata rápidamente, concentrando las sales y 

disminuyendo el crecimiento del tejido. Al mantener la hume­

dad en las camaras de crecimiento entre 70 y 90% se reduce el 

problema (Caldas, et !,l •• 1975). 

2.- Cultivo de tejidos en Monocotiledóneas 

Las monocotiledóneas han sido parte fundamental en el 
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desarrollo de la humanidad, ya que se ha utilizado de diferen 

tes formas: medicinales, alimenticias, forrajeras, ornamenta­

les, etc. 

A través de su historia el hombre ha incrementado y fav~ 

recido los cultivos de monocotiled6neas utilizando diferentes 

t~cnicas, actualmente el empleo de las técnicas de CTV prome­

te reducir en gran medida el tiempo de "liberaci6n" de nuevas 

variedades mejoradas. 

Schenk y.Hfldebrant (1972) sugieren un medio Otil para -

el cultivo de callos en algunas monocotiled6neas, haciendo n~ 

tar que a diferencia de los requerimientos de las dicotiled6-

neas, altas concentraciones de auxinas y bajas de citocininas 

favorecen el crecimiento, por ejemplo el trigo, cebada, pastos 

sorgo y avena, es decir los tejidos de las dicotiled6neas son 

generalmente m4s independientes de un suministro externo de ci 

toctntnas que los tejidos de monocotiled6neas. 

Dentro del cultivo l.!! vitro de monocotiled6neas los ex-­

plant~s más utilizados para la inducci6n de brotes adventicios 

son: yemas axilares, escamas, base de la hoja, tallo, inflorei 

cenefas y partes de la flor (pedicelos, ovarios, p~talos, po--

1en, etc.). Las yemas axilares cultivadas en medio con citocl 

n1nas desarrollan ramificaciones increntandose en subcultivos, 

esto ha sido analizado en Gladiolus, en Frassia e I1r1s 
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(Hussey, 1982). 

El principal método de propagación en este grupo de plan­

tas es la inducción de brotes adventicios directamente de los 

explantes sin ocurrir la formación de callo. 

3.- Cultivo de Tejidos de Asparagus officinalis h· 

Las t~cnfcas de CTV se han aplicado en esp!rrago desde 

1945 cuando loo cultivó in. vitro ipices de tallo en medio b!­

sico (MB), el cultivo fué mantenido 9 meses, teniendo una me­

jor respuesta cuando se adicionó la sacarosa al 1%. 

Galton en 1948 utilizó el MB mencionado por Loo (1945), 

suplement!ndolo con AIA y observó como respueta la formación 

de rafees y algunos brotes. Steward, !!, !l·• (1968) informa­

ron el desarrollo de embriones a ,artir de callos de esparra­

go, derivados de hipocótilo de semillas germinadas aséptica-­

mente, desarrollandolos en un medio suplentado con 2,4 D y K 

manteniendo el cultivo a una temperatura de 25 + 2ºC. 

Murashuge, !! !l·• 1972 utilizaron como explante merist! 

mos !picales bajo una intensidad luminosa de 1600 lux a una 

temperatura de 27ºC, después de 6 meses obtuvieron formación 

de brotes. 
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Yang y Clore (1973, 1974), trabajaron con los cultivares 

UC-500 W UC-711, como explantes usaron segmentos de tallo y -

yemas laterales , el medio empleado fué MS complementado con 

ANA e incubaron el cultivo a 27ºC con intensidad luminosa de 

1600 lux; la respuesta obtenida fué de un 77% de plántulas a 

partir de yemas laterales, teniendo un promedio de 2.6 plánt~ 

las por explante y solo el 35% formaron rafees. 

Considerando la importancia real que el cultivo de esp4-

rrago tiene~n nuestro pafs, asf como el interés que reviste 

el efectuar cultivos clonados de esta especie, el presente -­

trabajo intent6 obtener brotaci6n mOltiple a partir de meris­

temos ápicales y secciones de tallo desarrollados l.!!. vftro en 

presencia de diferentes reguladores de crecfmfento, se trat6 

de establecer las condiciones que favorecieran la d1ferencia­

c16n en los cultivares Mary Washinton 500 y UC-72, para asf 

lograr una propagac16n masiva de esta especie. 
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C. MATERIALES Y METODOS 

Se utilizaron semillas de Asparagus officinalis L. de los 

cultivares Mary Washington 500 y UC-72, las cuales fueron ger­

minadas asépticamente colocandolas en una solución de cloro -­

activo de 1.5% {Cloralex Comercial 30% v/v) durante 20 minutos 

con agitación constante, enjuag~ndose 3 veces con agua estéril, 

posteriormente en una área aséptica se colocaron en frascos con 

algodón y agua destilada previamente esterilizada a una temper! 

ruta de 126ºC con una presión de 1.4 kg/cm2 durante 15 minutos, 

se incubaron en una estufa a 26ºC en obscuridad durante 12 dfas. 

A las plantas obtenidas se les hizo un corte que fnclufa tallo 

y región meristem4tica estos cortes se desinfectaron con una s~ 

lución de cloro activo de 0.75% (Cloralex Comercial 15% v/v) 

durante 15 minutos, finalmente se enjuagaron al menos 3 veces -

con agua destilada esterilizada y se procedió a la obtención de 

los explantes. 

Otro método utilizado de esteriltzac16n fué con hipoclori­

to de calcio al 15% {J.T. Baker) durante 15 minutos para contr~ 

lar la contaminación, sin embargo este Gltimo método redujo el 

porcentaje de germ1nac16n por tal razón el m4s utilizado fue el 

previamente mencionado. 

Los explantes utilizados fueron meristemos 4picales (incl~ 

yendo el primer par de primordio foliares) de 400 a 500 ~ y 
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segmentos transversales de tallo de 5000 /J• estos explantes se 

aislaron de pl6ntulas de 12 a 15 ~ias de edad para el cultivar 

UC-72, en este caso se obtuvo un 80% de germinación, mientras 

que para Mary Washington 500 la germinación fué muy baja (12%) 

por lo que sólo fueron probadas algunas de las mejores respue~ 

tas obtenidas en el cultivar UC-72. 

El medio utilizado fué MS (Murashige y Skoog, 1962) sin 

glicina, se ha informado que la ausencia de glicina favorece al 

desarrollo J.!!. vitro del esp4rrago (Loo, 1945; Galston, 1948 y 

Hurashige, et·.!.!·• 1972). Las soluciones stock se prepararon 

de acuerdo a los senalados en el apéndice l, as1 como la compo­

sici6n del medio: macro y micronutrientes, solución de Fe con 

EDTA, lnositol y vitaminas, fueron conservadas en refrigeración 

a 6ºC hasta que se utilizaron. Se tomaron alfcuotas con pipe­

tas de diferentes volúmenes vaci4ndose en un vaso de precipit! 

dos, agit4ndose con ayuda de un magneto en una parrilla de agl 

taci6n (CORNING PC-353), posteriormente se agregó la sacarosa 

3%, se adicionaron los regulares de crecimiento afor4ndose a 

la cantidad deseada, finalmente se ajustó el pH a 5.7-5.8 con 

una s~lución de NaOH (0.1 y 0.5 N) o HCL (0.1 y 0.5 N), a con­

tinuación el medio fué calentado agreg4ndose agar (Agar Bacte­

r1o16gico, Bioxon) al 0.8% hasta su ebullición y disolución 

homogénea, m4s tarde el medio fue vertido en frascos con una 

capacidad de 100 ml en cada frasco se vaciaron 20 ml de medio. 

El algunos casos se usaron suplementos como agua de coco. 
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Para la preparación de esto se usaron cocos maduros (Dodds y 

Roberts, 1982), los cuales fueron perforados con un sacabocados, 

el endospermo fue filtrado en una gasa simple esterilizada, po1 

teriormente se hirvió durante 10 minutos, se dejó enfriar hasta 

observar la precipitación de las protefnas y cuando se enfrió 

fue filtrado con papel Whattman No. 1 y se adicionó al medio en 

una concentración de 10% ·(v/v), antes de agregar el agar y aju1 

tar el pH. 

Los reguladores de crecimiento utilizados fueron ANA+ K 

y ANA+ BA (ICN, Pharmaceuticals, Inc.), los cuales fueron com­

binados a las concentraciones de 0.1, 1.0, 5.0, 10.0 ,t1M. 

Adem4s se probaron otras auxinas para la fase de enraiza­

miento, AIA, AIB, (Tabla 1). Otro medio utilizado para promo­

ver brotaci6n múltiple fu~ el suplementado con ANA (5.3 ,AAM) + 

K (4.6 JJM). 

Los frascos fueron marcados con claves que permitieron -

identificarlos, a continuación se esterilizaron en autoclave a 

una temperatura de 126~C y una presión de 1.4 kg/cm2 durante 

15 minuto.s. 

Para la siembra se utilizó una campana de flujo laminar 

(VECO) la cual fue previamente desinfectada con alcóhol etflico 

al 70%, puesto a funcionar al ·menos 30 minutos antes de efectuar 
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la siembra. Todo el instrumental se mantuvo en alcóhol etílj_ 

co (70%) y se trabaj6 cerca de m·echeros bunsen, para minimizar 

los riesgos de contaminaci6n. 

Los meristemos fueron extraídos con ayuda de un microscQ 

pie de disecci6n (Zeiss), el aislamiento se efectu6 con nava­

jas de pedicurista (Merkur) sostenidas en mangos de acero inQ 

xidable y agujas de disecci6n de punto fino. De igual manera 

se procedt6 a la fragamentaci6n del tallo. El número de ex-­

plantes colocados por frasco fue de 3 merlstemos 4picales y 

5 explantes por frasco para segmentos de tallo. 

Los cultivos fueron incubados en una c&mara de crec1mte­

to a una temperatura de 27t lºC y un fotoperfodo de 16 horas 

luz/ 8 horas obscuridad, la intensidad luminosa fue de 1000 

lux. 

Se consideraron brotes a todas aquellas estructuras que 

median menos de l cm y p14ntulas a las que se rebasaban l 

cm. 
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D. RESULTADOS Y DISCUSION 

Se observaron diferentes respuestas morfogenéticas para -

mertstemos ápicales (Tablas 2, 3 y 4) y para segmentos de tallos 

(Tablas 5, 6 y 7), las cuales se obtuvieron en función de las 

combinaciones hormonales estudiadas. Comparando estas respues­

tas entre el medio suplementado con ANA + BA y ANA + K la prim! 

ra combinación mostró una respuesta pobre, ya que sólo hubo for 

maci6n de callo en el mayorfa de los tratamientos, mientras que 

el medio suplementado con ANA y K se observó una variedad de re! 

puesta desde formación de callo, y yemas, brotes, plántulas y 

rafees; el callo observado para estas combinaciones (ANA+K) 

fu~ blanco y friable (Figuras 1 y 2). 

Las citocininas y auxinas son muy efectivas, en la induc-­

ci6n de callo asf como la formac16n plántulas y rafees y en al­

gunos casos las auxinas tienen· un tipo esp6c1fico de organogEn! 

sis. 

En los explantes usados la mejor respuesta morfogenEt1ca 

se observó en meristemos que mostraron signos de crecimiento a 

los 5 d1as. 

En general al analizar la interacción de ANA y K para me­

ristemos 4picales (Tabla 2 y 4) se observó una respuesta morf~ 

genética muy amplia que incluyó la formación de callo, con 
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brotes, pl~ntulas y raíces, sin embargo la respuesta en términos 

cuantitativos fu~ variable, por ejemplo el porcentaje de callo 

con pl~ntula fluctuó (Tabla 2) entre el 6 y 56% habiendose pre­

sentado casos en los cuales no hubo inducción de plántulas 

(ANA 0.1 AJM + K 1.0.AJM, ANA 0.1,.t.rM + K 10.AJM y ANA 5)JM + K 10 

..AJM). Un caso extremo (Tabla 4) se presentó cuando interaccion! 

ron ANA (10.AIM) y K (10,.tiM) en el cual se observó sólo la form!_ 

ción de callo. Sin embargo nuestros mejores resultados se obt~ 

vieron (Tabla 4) cuando se combinaron ANA (5.3.,.tJM) y K (4.3,,AJM) 

por lo cual resulta diffcil interpretar los resultados en térm.! 

nos auxina / c1tocinina. 

Hubo una clara diferencia entre las respuestas de meriste­

mos y segmentos de tallo, pués al analizar los resultados de 

estos Oltimos en las combinaciones de ANA y K (Tablas 5 y 6) 

aun cuando hubo una cierta respuesta morfogenética esta fué po­

bre o nula (Tabla 5 y 7) obteniendose las mejores respuestas 

(Tabla 5) en la combinación ANA O.l)JM y K 5,.tiM. 

Los meristemos ápicales muestran como primer paso la for­

maci6n. de callo alrrededor de los 9 dfas, después de 14 dfas 

aparecian sobre la superficie del callo yemas que eventualmente 

originaban brotes después de 21 dfas y en algunos casos se for­

maron rafees en las combinaciones ANA 0.1, 1.0, 10 y S~M con 

K 0.1, 1.0 y SJJM (Tabla 2). En las combinaciones ANA 1.0 / 

)IM + K 5 / )JM (Tabla 2) se observó brotación mOltiple como se 
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puede apreciar en la figura No. l. 

En la tabla 2 se muestra la respuesta de meristemos apic~ 

les a los reguladores de crecimietno ANA y K, en ellos se pue­

de observar que las combinaciones ANA 1.0,AJM + K O.l,lJM mostró 

brotación múltiple con un promedio de 7 plántulas por meriste­

mo, además como se muesfra en la figura No. 1 también hubo fo! 

maci6n de rafees. 

En la tabla 2 se observa que las combinaciones ANA 10 }JM 

+ K 1.0 y 5,llM muestran 4 plántulas por meristemos, sin embar­

go se presentó un mayor porcentaje (78%) en la combinaci6n ANA 

10 )JM + 5 }JM. En 1 a concentración 5 JIM de ANA con O .1 de K 

los meristemos respondieron formando callo posteriormente se 

presentaron abundantes raíces y finalmente formaron brotes, 

aunque el número fue reducido pués sólo se observaron 2 pl&nt~ 

las por explante, inicialmente el callo era compacto y poste-­

riormente formaron rafees gruesas. 

Estas observaciones concuerdan con lo informado por Pater 

son y Thomas (1981) para Crasula argentica, la cual mostró un 

desarrollo similar a las observaciones presentadas en este tr! 

b~jo para esp&rrago, como paso inicial formación de callo fr1! 

ble y a continuación rafees y eventualmente brotes. 

Evans et al. (1981) informa que las especies capaces de 
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una organogénesis somática directa no requiere de un callo in­

termedio y son regeneradas directamente de explantes colocados 

en un medio de cultivo. La mayoría de las especies de grano 

han crecido en un estado de callo anterior a la regeneración 

de plantas. La regeneración puede ser por vía directa corno el 

ta Hussey (1982} para algunas monocotiledóneas o también pueden 

ser mediadas por un callo.. En nuestro caso prácticamente en to­

dos los tratamient~s aplicados a meristemos apicales hubo form~ 

ción de callo (tablas 2, 4 , 5 y 7) sin embargo este en ocasio­

nes no fue abundante (Figuras No. 1 y 2) en tanta que en otros 

casos fu~ friable y abundante. 

Otro aspecto importante a considerar son las cualidades 

endógenas de auxinas / citocininas ya que es un factor que se 

impl fea en el tipo de respuesta (Dodds y Roberts, 1982) por 

ejemplo hubo algunos meristemos en donde no hubo formación de 

plántulas esto sucedió en la concentración ANA O.l)JM K 1.0 , 

10 y ANA 5 y 10 )JM K sin embargo hubo formación de callo en la 

cual se manifestó la formación de callo en un 87% fué en 5 uM 

ANA con5 pM K formando~e 2 plántulas por meristemo ápical. 

En la tabla 3 se muestran las respuestas de meristemos -­

ápicales con diferentes concentraciones de ANA + BA, en ella 

se observa que sólo en 6 casos de 16 hubo formación de plántu-

1 as. En la combinación 1.0 µM ANA con 0.1 )JM BA se formaron 

4 plántulas por meristemo, mientras que la formación de callos 
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fué alta en la mayoría de los casos en la concentraci6n de u 

ANA con 0.1 J.J BA la respuesta fué pobre y solo hubo un 17% 

que formaron callo r.on pigmentos verdes que al parecer dicha 

pigmentación está influenciada considerablemente por el nivel 

de dextrosa, presencia de almid6n soluble, deficiencia de ni­

trógeno, temperatura, luz y auxinas exogenas (Narayanaswamy, 

1977). Podemos pensar que para este caso las auxinas ex6ge­

nas jugaron un papel importante debido que el cultivo se ma~ 

tuvo en condiciones similares a las informadas por Murashige 

(1974). 

En la tabla 4 se analiza la respuesta morfogen6tica para 

meristemos apicales en los cultivos Mary Washington 500 y UC 

72. en ella se muestra la respuesta del cultivar UC-72 a la 

combinaci6n hormonal 5.3,(IM ANA y 4.6)1M. la cual fué muy S! 

tisfatoria debido a que los meristemos Spicales respondieron 

en un 80% con bastante uniformidad teniendo a los 60 dfas un 

promedio de 21 brotes para cada explante (con intervalo entre 

19 y 25 plántulas). esto sugiere que se ha superado el prome-

dio ya informado por Yang y Clore (1974) de 2.6 pUntul as por 

meristemos. aunque también se han cultivado l!l. vitro otras es-

tructura.s de espárrago tales como tallo. yemas 1atera1 es y 

rafees en cuyos resultados se hace aparente la formac16n de 

plSntulas aunque no especifican su rendimiento. Murashige. 

et~ (1972) menciona que los meristemos de esp~rrago tienen 

una gran capacidad regenerativa (80-90ºC) 1 sin embargo no 
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aclara el no. de pHntulas por meristemo. 

Es importante hacer notar que en la concentraci6n 5.3,AJM 

ANA y 4.6 µM no sólo es la mejor sino que se encontró una es­

tructura organizada muy peculiar que al microscopio semeja 

una forma esponjosa como si al parecer su contenido de agua 

fuese muy alto. 

Los explantes·meristem&ticos han llegado a ser utilizados 

para obtener regeneraci6n de algunas gramineas. Se requiere 

de una citocinina en el medio de cultivo de cada especie capaz 

de organogenésis som4tica. Las citocininas pueden ser K o BA. 

En la mayorfa de los casos se usa una auxina con una citocini­

na (Evans, et !l·, 1981), para nuestro caso particular se ut_! 

liz6 ANA+ K o BA. ·Evidentemente existe un requerimiento de -

reguladores de crecimiento para disparar la organogenésis o 

embriogenésis. En general a concentraciones bajas de auxinas 

y altas de citocinfnas se promueve la formaci6n de brotes y 

pl&ntulas, sin embargo para el caso de espárrago hubo.un mayor 

nOmero de brotes cuando la auxina estuvo en mayor concentraci6n 

(5.3.,.<JM ANA) que la citocinina (4.6.,tiM). lo cual no concuerda 

con lo informado, por lo que es necesario considerar que cada 

especie tiene sus propias necesidades y depende de los facto­

res medio ambientales (Gamborg et ·-ª1_., 1976). 

En la misma tabla 4 se puede apreciar la respuesta para 

el cultivar Mary Washington 500 en la que s6lo un 70% respon­

dieron formando un ~al lo y un 60% llegaron a formar pl&ntulas con 
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un promedio de 4 por explante en la combinación 5.3 uM ANA con 

4.6 µM K. Para ambos cultivares utilizados en el presente tr! 

bajo en está concentración no hubo formación de raíces. Esto 

concuerda con lo señalado por Stenlid (1982), quien sugiere 

que la presencia de auxinas y citocininas estimula la produc­

ci6n de etileno, el cual inhibe la formaci6n de rafees, evi--
1 

dentemente el balance de reguladores de crecimiento juega un 
,. 

papel importante en el tipo de respuesta (Evans et !.]_. 1981). 

En la tabla 5 se analiza la respuesta .1Jl vitro de segmen 

tos de tallo para el cultivar UC-72, en esta tabla se puede 

apreciar que el comportamiento en general para las secciones 

fué la formaci6n de callo compacto y s61o en pocos casos como 

en la combinaci6n 0.1 )JM ANA y LO ,(JM K se formaron yemas y 

brotes teniendo un promedio por explante de 2 p14ntulas. 

En la tabla 6 se muestra la re~puesta de los segmentos 

de tallo expuestos a la comb1nac16n hormonal ANA/BA, en la que 

en concentracf6n LO µM ANA con 10 )JM BA hubo un 80% de los 

explantes que formaron callo y s61o un 25% llegaron a formar 

brotes con un promedib de 2 p14ntulas por segmento de tallo. 

En otras· combinaciones tales como 0.1 ~M ANA combinado con 

o. 1 y 5 }IM BA no hubo respuesta. Evans et !l.·, (1981) citan 

que cuando son usadas altas concentraciones de auxinas y ba­

jas concentraciones de cito~ininas se promueve la forrnaci6n 

de callo, sin embargo en nuestro caso la formación de callo 
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se dio a partir de segmentos de tallo favoreciendo el desa-­

rrollo de callo a altas concentraciones de auxinas y bajas 

de citocininas. 

En la talba 7 se presentan los resultados de fragmentos 

de tallo (O, 5 cm) por lo que se puede apreciar, todos los ex­

plantes que respondieron formaron callo, pero la frecuencia 

m4s alta fu! para.el cultivar UC-72 el cual fu! de 95% en 

tanto para 1 a combinaci6n 10 ,ttM ANA y 10 ~M K s61o se form(i 

callo en 53%. Estos resultados de~uestran la diferencia en 

la respuesta morfogen!tica de exp1antes de origen diferente 

(tabla 4 y 7). El fen6meno de diferenciaci6n puede darse en 

explantes de tallo, hojas, cormos, tub!rculos, embriones y 

otros 6rganos. La formaci6n de callo puede ser un paso inter 

medio. 

La respuesta de un fragmento de tejido en cultivo depe.n 

de de las sustancias end6genas de crecimiento presentes al m~ 

mento de corte, por ejemplo los cortes relativamente ·pequenos 

pueden produc1r gran crecimiento de callo en la ~uperffcfe 

del corte. ~a excis16n sola producf r4 una respuesta de herida 

acampanada por la inducci6n de div1s16n celular y puede resul­

tar un callo (Caldas ·et tl·, 1975). 

En la tabla 8 se observan los diferentes porcentajes de 

enraizamiento para el cultivar UC-72, se muestra la mejor re1 

pu.esta en 1a combinaci6n de 2JJM con 0.5)JM K en la cual se 

obtuvo un 60% de brotes enraizados esto sugiere que la 

28 



presencia de ANA es un factor importante para la formación de 

raíces. lo cual concuerda con Yang y Clore (1974), sinembargo 

esto se opone a lo propuesto por Stenlid quien sugiere que las 

citocininas estimulan la producción de etilino aunque aparent~ 

mente la K no evitó la formación de raices, esto pudo deberse 

a que se utilizó en bajas concentraciones. 

Cuando se utilizó AIB l.µM sin sacarosa el porcentaje de 

enraizamiento fu~ del 12%, en tanto Karta et tl .. (1981) han 

informado que esta concentración de AIB favoreció el enraiza­

miento del cultivo .!.!! vitre de café teniendo una frecuencia 

de 90-100% en la formación de rafees, esto implica que al omi­

tir la sacarosa el brote es capaz de generar su rafz para to-­

mar las sustancias nutritivas requeridas. 

En algunos casos (tablas 2, 3. 4, 5, y 6) se obtuvieron 

rafees como resultado del desarrollo del explante original, sin 

embargo estas rafees no tenfan conexión fisiológica con la p14n 

tula por lo que no tiene significado alguno desde el punto de 

vista pr4ctico. 

Las auxinas que son usadas para promover la formación de 

raíz incluyen ANA, AIB y AIA (Gamborg y Shylyk, 1981). 

En general podemos concluir que el cultivo i!!. vitro de m~ 

ristemos apicales tuvo diferentes respuestas, formación de callo, 
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organogenésis y morfogenésis; el callo que se form6 era gene­

ralmente compacto y hialino y en algunas ocasiones se tornaba 

de color verde con puntos más intensos que podrían sugerir la 

formaci6n de meristemoides que eventualmente pueden llegar a 

formar yemas o brotes (Dodds y Roberts, 1982). 
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E. CONCLUSIONES 

De los resultados obtenidos se puede concluir que el me­

dio Murashige-Skoog {1962) es adecuado para el cultivo in 

vitre de esp4rrago. 

Se estableci6 un mé.todo de culti"IO de meristemos .1picales 

de pl4ntulas obtenidas asépticamente, en el cual se desarroll! 

ron brote que pueden proporcionar para su cultivo !!:!. vitro 21 

pUntulas después de 60 dhs {con un intervalo de entre 19 a 

25 pUntulas). 

De los cultivares utilizados el UC-72 ~uvo una mejor re.! 

puesta que el cultivar Mary Washington 500, lo cual pone de m! 

nifiesto la especificidad de la respuesta inclusive a nivel de 

cultjvares. 

Se determinaron las condiciones hormonales, que favorecen 

el desarrollo de brotes. 

Se encontr6 que el balance auxina-c1tocinfna influye fue.!: 

temente en el patr6n de morfogenésis del explante en el desa-­

rrollo, localizandose niveles 6ptimos por diferentes tipos de 

respuesta de acuerdo a las concentraciones de reguladores de 

crecimiento. 
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Se encontr6 que el explante que mejor responde a las con 

diciones de cultivo son los meri~temos apicales. teniendo una 

variedad de respuesta. 

Se ensayaron dos citocininas (K y BA) con una auxina (ANA) 

en combinaciones diferentes, determinando las proporciones que 

favorecen el desarrollo de brotes. 

Se ensayaron diferentes medios de cultivo con el prop6si­

to de lograr la formac16n de rafees, encontrando que al bajar 

la ~oncentrac16n de ANA y K, mantienen el cultivo en buenas 

condiciones y favorecen el desarrollo de rafees de un 60%. 

Para poder contar con la metodologfa completa y ~ropaga­

ci6n .i!!. vitro de esparrago, deber4 optimizarse la fase de 

enraizamiento de brotes. Se tendr4 que buscar el balance ade­

cuado de reguladores de crecimiento para dicha fa~e. 

Una vez obtenido el brote enraizado o la planta completa 

1.!!. ~. deber4 desarrollarse diferentes formas de transplan 

te en·el invernadero para su posterior adaptac16n. 
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TABLA No. 1 

COMBINACIONES Y CONCENTRACIONES ( )lM) DE LOS REGULADORES DE 

CRECIMIENTO PARA PROMOVER LA FASE DE ENRAIZA~IENTO. 

MEDIO c o M P o s 1 c 1 o N 

1 MS + 2 ANA + 0.5 K + 3% SAC 

2 1/2 MS + 0.1 ANA+ 3% SAC 

3 MS + 1.0 AIB + 3% SAC 

4 MS + 1.0 AIB SIN SAC 

5 MS + AC + 0.1 AIA 3% SAC 

39 



TABLA No. 2 *RESPUESTA MORFOGENETICA DE MERISTEMOS APICALES DE Asparagus 
offfcfnalis L. CULTIVAR UC-72 (LECTURAS TOMADAS A LOS 60 DIAS). 

REG. DE CREC. No. DE EXPLANTES % DE CALLO CON No. P-
(µM) QUE FORMARON X¡ 

ANA + K CALLO Y % B p B + p B + p + R CALLO 

0.1 0.1 7/20 (35) 15 15 15 15 
0.1 1.0 4/15 (27) 7 
0.1 5 12/18 (67) 61 6 6 6 
0.1 10 10/20 (50) 20 
1.0 0.1 11/20 (55) 40 35 35 35 7 
1.0 1.0 16/21 (76) 48 38 38 14 
1.0 5 9/15 (60) 53 33 33 33 3 
1.0 10 12/21 (57) 52 14 14 1 
5 0.1 11/21 (52) 43 29 29 29 2 
5 1.0 11/17 (65) 18 18 12 12 2 
5 5 13(15 (87) 73 13 13 13 2 
5 10 6/18 (33) 20 

10 0.1 13/18 (72) 44 28 28 28 3 
10 1.0 12/18 (67) 50 28 28 28 4 
10 5 14/18 (78) 56 56 56 33 4 
10 10 6/18 (33) 11 11 11 11 1 

""" o 
* Cond. ambientales ver materf~les y rnt1todos 

B= BROTE; P= PLANTULA y R= RAIZ 



TABLA No.3 RESPUESTA MORFOGENETICA DE MERISTEl«>S APICALES·DE Asearagus 
off1c1no11s L. CULTIVAR UC-72 (LECTURAS A LOS 60 DIAS). 

REG. DE CREC. No. DE EXPLANTES % DE CALLO CON No. P-x 
(µM) QUE FORMARON 

ANA + BA CALLO Y % B p B + p B + P + R CALLO 

0.1 0.1 5/15 (33) 27 7 7 1 
0.1 1.0 13/18 (72) 61 33 33 1 
0.1 5 12/18 (67) 33 
0.1 10 12/20 (60) 20 
1.0 0.1 11/18 (61) 50 50 50 50 4 

1.0 1.0 17/21 (81) 43 19 10 10 1 

1.0 5 24/33 (73) 48 
1.0 10 26/42 (62) 33 
5 0.1 3/18 ( 17) 6 
5 1.0 10/15 (67) 33 

5 5 14/18 (78) 17 
5 10 7/18 (39) 11 

10 0.1 11/18 (61) 66 44 33 1 

10 1.0 12/15 (80) 60 7 7 
10 5 10/18 (55) 55 

"" 10 10 13/15 (87) 87 .... 

B• BROTE; P= PLANTULA y R• RAIZ 



TABLA No. 4 RESPUESTA MORFOGENETICA DE MERISTEMOS APICALES DE Asparagus offici na 11 s L. 

(LECTURAS TOMADAS A LOS 60 DIAS). 

NO. DE REG. DE CREC. NO. DE EXPLANTES % DE CALLO CON No. Px 
TRATAMIENTO (}JM) CON RESPUESTA / 

ANA + K con (callo) B p B + p B + P + R CALLO 

1 5.3* 4.6 32/40 80 80 80 21 

2 5.3** 4.6 15/20 70 60 60 4 

3 5 10 30/36 72 53 53 53 3 

4 10 10 16/30 

* UC-72 

** MARY WASHINGTON 500 



TABLA No., 5 RESPUESTA MORFOGENETICA DE SEGMENTOS DE TALLO DE Asparagus Qfficinalis L. 

CULTIVAR UC-72 {LECTURAS TOMADAS A LOS 60 DIAS). 

REG. DE CREC. No. DE EXPLANTES % DE CALLO CON ~o.r-

(#1) QUE FORMARON X 

/ 
ANA + K CALLO Y % B p B + P + R CALLO 

0.1 0.1 3/14 ( 21) 14 14 14 2 
0.1 0.1 13/14 ( 93) 29 29 29 2 
0.1 5 13/14 (100) 49 49 49 l 
0.1 10 21/21 (100) 5 
1.0 0.1 14/14 (100) 

1.0 1.0 18/21 ( 86) 19 14 14 2 
1.0 5 13/14 ( 93) 
1.0 10 28/28 (100) 

5 0.1 6/21 ( 29) 

5 1.0 9/14 ( 64) 

5 5 12/14 ( 86) 

5 10 20/21 ( 95) 60 20 20 
10 0.1 1/21 ( 5) 

10 1.0 18/Zl ( 86) 

10 5 14/13 (100) 

10 10 14/14 (100) 
.,,. 
w 

B • BROTE; P= PLANTULA y R• RAIZ 



TABLA No. 6 RESPUESTA t«>RFOGENETICA DE SEGMENTOS DE TALLO DE Asparagus officinalis L. 
CULTIVAR UC-72 ( LECTURAS TOMADAS A LOS 60 DIAS ) 

REG. DE CREC. NO. DE EXPLANTES % DE CALLO CON No. P-x 
WM) QUE FORMARON I 

ANA BA CALLO Y % 8 p 8 + p. B ~- P + r. CALLO 

0.1 0.1 0/21 ( O) 
0.1 1.0 10/21 ( 48) 
0.1 5 0/21 ( O) 
0.1 10 18/21 ( 86) 
1.0 0.1 10/21 ( 48) 
l. o 1.0 18/21 ( 86) 
1.0 5 7/14 ( 50) 
1.0 10 16/20 ( SO) 80 25 25 25 2 
5.0 0.1 9/21 ( 43) 5 
5 1.0 6/14 ( 43) 
5 5 21/21 .< 100) 33 19 19 14 2 
5 10 21/21 (100) 5 5 5 1 
10 0.1 11/20 ( 55) 5 
10 1.0 20/21 ( 85) 
10 5 18/21 ( 86) 
10 10 10/21 (. 48) 

.p. 

.p. 

B= BROTE; P= PLANTULA y R= RAIZ 



TABLA No. 7 RESPUESTA IN VITRO DE SEGMENTOS DE TALLO DE 
Asparagus officinalis L. 
(LECTURAS TOMADAS A LOS 60 DIAS} 

NO. DE REG. DE CREC. NO.DE EXPLANTES QUE 
TRATAMIENTO ~M} QUE FORMARON CALLO Y % 

ANA K 

1 5.3* 4.6 38/40 (95} 

2 5.3** 4.6 32/40 (80) 

3 5.0** 10 30/36 (83) 

4 10 ** 10 10/30 (53) 

* UC-72 
** MARY WASHINGTON 500 



TABLA No. 8 PORCENTAJES DE ENRAIZAMIENTO DE PLANTULAS DE Asparagus officinalis 
l .. cv. UC-72 EN MEDIO MS SINGLICINA DESPUES DE 8 SEMANAS. 

T R A T A M E N T O 

ANA AIA + AC IBA K SACAROSA ENRAIZAMIENTO (% 

2 0.5 3% 60 

0.1* 3% 40 

1 3% 8 

0.1 + 10% 3% 6 

* EL MEDIO MS REDUCIDO A LA MITAD. 



1. Efecto de ANA y K sobre los merlstemos apicales de Asparagus ol­
a/Is L.; Incubadas en MS sin glicina con fotoperlodo 16 hrs. luz (1000 
, 8 hrs. obscuridad a una temperatura de 27 ::1: 1 ºC. 

0.1 1.0 5.0 10.0 

0.1 

1.0 

5.0 

10.0 



cto de ANA y BA sobre los merlstemos apicales de Asparagus otticina­
L.; incubadas en MS sin glicina con fotoperlodo 16 hrs. luz (1000 Lux), 8 
. obscuridad a una temperatura de 27 ± 1ºC. 

ferencias de crecimiento en proliferación de callo en base a diferentes 
aclones ANA y BA 

µMANA/ 10µM BA, b) 5µM ANA/ SµM BA, e) 5µM ANA/ 0.1µM BA, d) 10µM 
A/ SµM BA. 

b) 



PREPARACION DE LAS SOLUCIONES STOCK 

Los reguladores de crecimiento utilizados se prepararon 

en soluciones l0- 3M. 

El ANA. se disolvio en etanol. se calent6 ligeramente y 

se dfsolvf6 gradualmente en 100 ml de agua destilada. Después 

se guardo er. refrfgeracf6n hasta ser utilizado (Gamborg y 

Shyluk • 1981). 

La K y BA se disolvieron en pequeffos volumenes de una s~ 

lución de 0.5 N HCL, se calentaron ligeramente y se diluyeron 

en 100 ml de agua destilada y también se almacenaron en refr1 

geracfón (Gambog y Shyluk, 1981). 



APENDICE l. MEDIO DE CULTIVO MS 

MACRONUTRIENTES 

SOLUCION STOCK A 

20 litros x 400 ml 

SOLUCION STOCK B 

10 litros x 100 ml 

MICRONUTRIENTES 

SOLUC ION STOCK C 

SOLUCION STOCK C 

NH4 N03 ____ 1,650 mg/1_16,500 

KN03 1,900 mg/1 __ 19,000 

MgS04 7H20 __ 370 mg/1_ 3,700 

KH2P0 2 170 mg/l_ 1, 700 
CaCL 2. 2H

2
0 __ 440 mg/1_ 4,400 

KI 0.83 mg/l_ 8.3 

H3Bo 3 6.2 mg/l_ 62.0 

MnS0 4 4ld 20~~22.3 mg/l_ 223.0 
ZnS04 yH

2
o __ 8.3 mg/1_ 83.0 

NaMo 4.2H2o __ 0.25 mg/l_ 2.5 
Cuso4 • 5H20 __ O. 025 mg/l_ 0.25 

CoCL 2 .6H 2 >~~ 0.025 mg/l_ 0.25 

mg/10 l. 

mg/10 l. 

mg/10 l. 

mg/10 l. 

mg/10 · 1. 

mg/10 l. 

mg/10 l. 

mg/10 l. 

mg/10 l. 

mg/10 l. 

mg/10 l. 

mg/10 l. 

20 l 1tros x 100 ml Na 2EDTA ___ 37. 3 mg/l_ 373 mg/10 1. 

Feso 4 27 .8 mg/l_ 278. mg/10 l. 

SOLUCION STOCK D 

20 litros x 100 ml Inositol ___ lOO.O mg/1_ 1000 mg/10 l. 

VITAMINAS .MS 

SOLUCION STOCK E 

10 litros x 100 ml Acido nicot1nico 0.5 mg/l_ 5.0 mg/10 l. 

Piridoxina HCL 0.5 mg/1_ 5.0 mg/10 l. 

Tiamina 0.1 mg/1_ 1.0 mg/10 l. 
Agua de coco 100.0 mg/1_ 

Agar 7000.0 mg/l 

Sacarosa 30000.0 mg/l 
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