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INTRODUCCION

La alcachofa sin espinas (Cynara scolymus L.) es una

especie semiperenne que se propaga por semilla vy
vegetativamente. Debido a la propagacién vegetativa se
trasmite enfermedades causadas por hongos y virus de
generacién en generacién, que reducen los rendimientos
y calidad del producto cosechado; otro problema que se
presenta cuando se emplea semilla en algunas
variedades es la diversidad en forma y calidad de
cabezuelas.

Ante estos problemas se tiene como una alternativa la
micropropagacion a partir del cultivo de meristemas el
cual nos permite obtener material libre de patdgenos y
genéticamente idéntico. Esta labor se lleva a cabo en
condiciones artificiales de laboratorio sin depender de
los factores climaticos.

El contenido de este folleto es el resultado de los
trabajos realizados en la EE Donoso - Huaral, a partir
de 1997 con la finalidad de desarrollar variedades de
alcachofa sin espinas para Exportacién y
Procesamiento.



MICROPROPAGACION

SELECCION DEL MATERIAL VEGETATIVO

De plantas madres seleccionadas por sus buenas caracteristicas de
inflorescencia: compactas y redondas se extraen hijuelos de 4 semanas
y 10 cm de longitud o yemas recién brotadas (Ver foto 1).

En laboratorio se enjuaga con abundante agua de cafio y se elimina
todas las hojas, dejando solo la yema con dos hojas en formacion,
completamente limpia. Luego se corta los lados y la base de la yema,
déndole forma cuadrangular para facilitar su manipuleo al momento de
realizar la diseccién del meristema.

Foto 1 Hijuelos y yemas de alcachofa sin espinas dptimas para diseccion
de meristemas



DESINFECCION DEL EXPLANTE

Las yemas obtenidas se deben lavar con agua de cafio y luego 3 veces
con agua destilada; en lo camara de flujo lominar se sumerge las
yemas en alcohol 70% durante 2 minutos para facilitar la penetracion
del desinfectante. La desinfeccién se realiza con Hipoclorito de Sodio al
1% durante 12 minutos y se enjuaga 3 veces con agua esterilizada para
eliminar todo residuo y luego se coloca en una solucién antioxidante de
4cido ascérbico al 0,1% para evitar la fenolizacién que es el
necrosamiento del tejido afectado a causa de la segregacién de
elevadas concentraciones de polifenoles que son producidos por la

planta como respuesta al dafio.

Foto 2 Esterilizacion por filtracion de solucion antioxidante



MEDIO DE CULTIVO

Se emplea el medio de cultivos MS (Murashige y Skooog, 1962)
modificado. Se esteriliza en autoclave durante 20 minutos a 121° C y
presiéon 1,2 kg/cm?2. Para el medio de iniciacién (ver anexo 1y 2) se
utiliza tubos de prueba de 100 x 15 mm, que facilita la siembra de las
meristemas.

La diseccién (corte) del meristema apical se realiza cortando los
primordios en formacién y dejando dos primordios foliares y el domo
meristemdtico, evitando la fenolizacion del tejido, que puede producir el
necrosamiento del meristema.

Foto 3 Diseccion de meristema de alcachofa en condiciones asépticas



FASE DE INICIACION

El meristema es colocado en un medio de cultivo (ver anexo 1
y 2) donde los tubos permanecerén en oscuridad los primeros
3 dias para que la luz no acelere el proceso de fenolizacién
y luego se pasa a luminosidad de 3000 lux. Es necesario
descartar microplantas que presenten sintomas de
fenolizacién y vitrificacién (apariencia himeda y traslocida,
desarrollo  anormal 'y  necrosis); esta fase dura
aproximadamente 10 semanas. El fotoperiodo debe ser de 16
horas/luz.

Foto 4 Microplantas de alcachofa en diferentes etapas de desarrollo en la
fase de iniciacion



FASE DE MULTIPLICACION

Después que las microplantas alcanzan el tamafio promedio de 2 cm se
transfieren a cajas de polipropileno (magentas) o frascos de vidrio,
colocandose 1 6 2 brotes por envase, en un medio de multiplicacién.
(Ver anexo 1y 2). Luego de 6 a 7 semanas se obtiene en promedio 6
brotes por microplanta, donde la mitad alcanza el tamafo necesario
para realizar un subcultivo 6 pasar o la fase de enraizamiento (Ver
anexo 3).

Foto 5 Microplanta de alcachofa en multiplicacion



FASE DE ENRAIZAMIENTO

1. Primero debemos promover la diferenciacion de los tejidos para
inducir la formacién de raices, ya que algunas especies por su
fisiologia no pueden enraizar directamente “in vitro” durante 4 o 5
semanas para ello se emplea un medio MS donde la concentracién
de reguladores se especifica en el anexo 1y 2 (a).

2. En seguida las pléntulas son transferidas a magentas en un medio

de proliferacién de raices (ver anexo 2), hasta la formacion del
sistema radicular en 4 semanas promedio (b).
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Foto 6 Formacion de sistema radicular en alcachofa



ACLIMATACION

Las raices de las plantulas se lavan bien sin dejar restos de
agar adheridos a las mismas, para evitar que los hongos
patégenos se alimenten ellos y causen pudricién radicular
sujetando delicadamente las pléntulas para no quebrar las
raices que no son muy flexibles. El sustrato es de arena de
rio lavada y esterilizada, la cual se coloca en bolsas negras
pequefias con orificios y se riega ligeramente; la temperatura
debe fluctuar entre 22°C a 23°C para evitar marchitamiento
de las pléantulas, las que deben permanecer en aclimatacion
durante 4 semanas como promedio.

Foto 7 Plantulas de alcachofa en aclimatacion
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INVERNADERO

Luego de la aclimataciéon se pasa las plantulas a bolsas grandes con
sustrato de arena y humus en una proporcién de 1:1 donde
permanecen 5 semanas; estando listas para el trasplante del
invernadero de camas desinfectadas o bolsas a campo. Se cortan las
hojas para estimular el prendimiento, trasplantando a raiz desnuda
previa desinfeccién & con sustrato. En invernadero se realizan las
evaluaciones de planta y de sanidad. La presencia de virus se realiza
con plantas indicadoras (Chenopodium quinoa y Gomphrena globosa)
por inoculacién mecénica para detectar virus del enamismo y del
moteado que son los més difundidos en nuestro pais.

Foto 8 Plantas de alcachofa sin espinas en invernadero
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ANEXO 1.

COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO DE

MURASHIGE Y SKOOG (1962)

Stock | : Macroelementos (20 x) mg/I 11 Hy0 dest.
NH4NO3 1650 33,0 g
KNO3 1900 380 g
CaCly . 2H70 440 88 g
MgSOg . 7 Hp0 370 74 g
KHy PO4 170 34 g
Stock II: Microelementos (100 x) 500 ml H7O dest.
Kl 0,83 0,083 g
H3 BO3 6,2 062 g
MnSOg4 . 4 Hy0 22,3 2,23 g
ZnSO4 . 7 H0 8,6 0,86 g
Na;MoO4 2 Hy0 0,25 0,025 g
CuSOg .5H20 0,025 0,002 g
CoCly . 6 H O 0,025 0,002 g

Stock Ill: Fe - EDTA (50 x)

500 ml H»O dest.

FeSO4 . 7 Hp0

27,8

1,39

Nay — EDTA

37,3

1,86

Stock IV: Vitaminas (100 x)

500 ml HzO dest.

Myo - Inositol 100,0 10,0 g
Glicina 2,0 02 g
Acido Nicotinico 0,5 0,05 g
Piridoxina - H Cl 0,5 005 g
Tiamina - H Cl 0,1 001 g
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ANEXO2 COMPOSICION DE MEDIOS DE
UTILIZADOS PARA LAS DISTINTAS FASES DE
ALCACHOFA SIN

MICROPROPAGACION DE
ESPINAS (para 11 MS)

CULTIVO

1. Fase de Iniciacion o establecimiento

Solucién Stock | 50 ml
Solucién Stock Il 5 ml
Solucién Stock Il 10 ml
Solucién Stock IV 5 ml
ANA (Acido naftalenacético) 269 uM
BAP (Bencil aminopurin) 0.88 uM
2. Fase de Multiplicacion
Solucién Stock | 50 ml
Solucién Stock Il 5 ml
Solucién Stock Il 10 ml
Solucién Stock IV 5 ml
BAP (Bencil aminopurin) 4,44 uM
3. Fase de Enraizamiento
Solucién Stock | 50 ml
Solucién Stock II 5 ml
Solucién Stock Il 10 ml
Solucién Stock IV 5 ml
a. ANA (Acido naftalenacético) 5,37 uM
b. IBA (Acido indolbutirico) 490 pM
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ANEXO 3 ESQUEMA DE MICROPROPAGACION DE
ALCACHOFA SIN ESPINAS (Cynara scolymus L.)

Extraccion de . Microplanta : FASE DE
Meristemas Regenerada INICIACION
Brotes < 2 cm
Subcultivo \
Brotes <2cm Proliferacion de — FASE DE
nuevo multiplicacion brotes laterales MULTIPLICACION
Brotes /
>2cm
Induccién de formacion Proliferacion FASE DE
de sistema radicular — de raices | ENRAIZAMIENTO

Deteccion de virus ——— Aclimatacion en
arena 100%

Propagacion en
Invernadero

Campo Y INVERNADERO




