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RESUMEN

El ajo (Allium sativum L.) es una hortaliza muy valorada en la mesa
venezolana. Pero a pesar de la importancia econdémica y social que posee
esta especie en el pais, su produccion ha disminuido notablemente. La
carencia de semillas certificadas para la siembra una de las principales
causas de esta disminucién. En el presente trabajo la propagacion ha sido
sefialada en tres etapas: la primera parte se concentrd en la determinacion
del mejor medio de cultivo para la obtencion de plantulas; asi como el tipo
de explante ideal que permitiera acelerar y aumentar la tasa de
multiplicacion de brotes por explante; En la segunda etapa se determinaron
los niveles Optimos de sacarosa para el desarrollo de microbulbillos y en
una tercera etapa la aclimatizacion de m es de explantes de meristemo
apical y discos de tallos, se logro en el medio icrobulbillos bajo condiciones
de invernadero. La iniciacion de brot Linsmaier y Skoog, 1965 (LS), sin
reguladores de crecimiento. Las variables porcentaje de brotes y numero de
brotes/explante, mostraron los valores mas altos para explantes de disco
basal. La induccion de microbulbillos ocurri6 en el tratamiento
suplementado con 90 g I, donde se lograron los mayores valores de
diametro ecuatorial, masa fresca y sobrevivencia bajo condiciones de
invernadero. El proceso de obtencién de semilla de ajo en condiciones in
vitro ocurrid en un periodo de cuatro meses, con una eficiencia de tres

plantas/explante.
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ABSTRACT

Garlic (Allium sativum L.) is a highly prized vegetable in Venezuela. Despite the
economic and social importance of this species, its production has declined
markedly in this country, being the lack of certified seed for planting one of the
main causes. In the present work micropropagation was done in three stages: the
first part focused on determining the best culture medium for development of
seedling, as well as the ideal explant type that would accelerate and increase the
multiplication rate of shoots per explant and then determined the optimal levels of
sucrose for the development of small bulbs that eventually could be handled and
acclimatized under greenhouse conditions. Data were analyzed using the
nonparametric Kruskal-Wallis test. The initiation of shoots from apical meristem
and basal discs was achieved in LS medium (1965), without growth regulators.
Highly significant differences were found between treatments for the variables
percentage of shoots and number of shoots / explant, showing higher values for
the basal discs. The induction of small bulbs occurred in the treatment
supplemented with 90 g-L'sucrose, which achieved the highest values of
equatorial diameter, fresh mass and survival under greenhouse conditions. The
process of obtaining garlic seed in vitro conditions occurred in a period of 4

months.
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I. INTRODUCCION

El ajo (Allium sativum L.) es una hortaliza muy valorada en la mesa venezolana.
Es un cultivo ampliamente utilizado como producto fresco para la elaboracion de
comidas y salsas, asi como en procesamiento industrial para la preparacion de
farmacos y condimentos. (Pardo y Marin, 2003).Debido a sus altos rendimientos,
buenos precios del producto y mercado seguro, se considera rentable, lo que hace
posible su produccion en pequefias superficies con resultados econdmicos
satisfactorios para el productor (Molina, 2003). Las zonas de produccion de ajo se

concentran en los estados Mérida, Lara, Tachira y Trujillo (Roméan y Nafez, 2008).

A pesar de la importancia econémica y social que posee esta especie, su
produccion en el pais ha disminuido notablemente, siendo la carencia de semillas
certificadas para la siembra una de las principales causas (Pardo y Marin, 2003).
Al respecto, cabe destacar que la forma de propagacion asexual o estrictamente
apomictica del ajo, ha dificultado la produccion de semillas certificadas, por lo que
los productores hacen uso de los dientes o bulbos de procedencia desconocida

como Uunica forma de propagacién comercial del cultivo (Pardo et al.,2009).

Entre los principales factores que han contribuido a la introduccién de diversos
clones en Venezuela estan: 1) El productor no cuenta con mas semilla que la
propia o la de productores vecinos, por lo cual la pureza genética de dichos
materiales se ha ido perdiendo con el tiempo. 2) La busqueda de material
genéticamente resistente debido a la presencia de enfermedades importantes.
Actualmente la pudricion blanca, causada por el hongo Sclerotium cepivorum
Berk, ha ocasionado la sustitucion casi total de la superficie sembrada por esta
hortaliza, debido a pérdidas del producto comercial (bulbos) que pueden llegar al
100% (Moreno y Acevedo, 2002).



Es un cultivo de propagacion netamente vegetativa, lo cual ha representado una
limitacion para su mejoramiento genético, ya que se hace imposible la realizacion
de cruces para generar variabilidad. La obtencién de cultivares se basa en la
caracterizacion y seleccion de individuos idéneos para su posterior multiplicacion
en forma individual o masal. Pese a esta caracteristica, el ajo es genéticamente
variable, pues se encuentran clones bien diferenciados en cuanto a morfologia,
requerimientos, rendimientos y calidad (Molina, 2003). Por esta razén que es de
vital importancia priorizar las areas de la produccion de semilla a escala nacional,
puesto que la existente actualmente en el pais viene contaminada y con baja

calidad fitosanitaria.

Las técnicas de cultivo de tejidos permiten solucionar el problema fitosanitario, ya
gue favorecen la conservacién de genotipos y la regeneraciébn de materiales
vegetales uniformes vy libres de plagas y enfermedades. El cultivo de meristemos
es un método comunmente utilizado para la propagacion clonal y para la
erradicacion de patdgenos, en especial, hongos y virus en ajo (Sanchez, 1995). En
este sentido Mohamed et al. (1994) y Sanchez (1995), reportaron una metodologia
para la induccion, regeneracion y bulbificacién de plantas in vitro de ajo a partir de
apices meristematicos en medios Murashige y Skoog 1962 (MS) y Gamborg et al.
1968 (B5) respectivamente, en donde la tasa de multiplicacion fue de 1:1,

obteniendo un brote por explante.

En investigaciones posteriores Ayabe y Sumi (1998), establecieron una nueva
metodologia para la produccién de plantas y bulbos semillas, a partir de discos
basales, mediante el cual lograron un aumento de la taza de multiplicacion de 1:1
en metodologias anteriores a 1:25 en un medio Linsmaier y Skoog, 1965 (LS)
libre de reguladores de crecimiento, siendo esta via una herramienta util para la

produccion masal de semilla de ajo libre de enfermedades.



En el presente trabajo se establecié una metodologia para la propagacion eficiente
y masiva de semilla de ajo (Allium sativum L.) libre de enfermedades, utilizando
como herramientas las técnicas de cultivo de tejidos. La investigacion se
concentré en la determinacion del tipo de explante y medios de cultivo favorables
para el desarrollo de clones de ajo (Allium sativum L.), libre de enfermedades que
permitan un aumento de la tasa de multiplicacion, evaluacion de microbulbificacion

y supervivencia en condiciones de invernadero.



II. OBJETIVOS

Generales

» Obtener una metodologia para la propagacion masiva de semilla de ajo
(Allium sativum L.) libre de enfermedades, mediante cultivo de tejidos.

Especificos

» Determinar el explante y medio de cultivo mas favorable y eficiente para la
obtencion de semilla de ajo, para la regeneracion de plantas libres de

enfermedades mediante cultivo de tejidos.

e Evaluar la formacion de brotes in vitro de ajo en explantes de apices
meristematicos, utilizando tres medios de cultivo semi-sélidos (MS, LS, B5)

libres de reguladores de crecimiento.

e Evaluar la formacion de brotes in vitro de ajo en explantes de discos
basales, utilizando tres medios de cultivo semi-sélidos (MS, LS, B5) libres

de reguladores de crecimiento.

» Evaluar la formacién de bulbos in vitro de ajo utilizando el medio LS, libre de
reguladores de crecimiento, con tres concentraciones de sacarosa (30,
60,90%).

» Evaluar la aclimatizacién de bulbos de ajo bajo condiciones de invernadero.



[ll. REVISION DE LITERATURA

3.1. GENERALIDADES DEL CULTIVO:

3.1.1. Origen

El ajo (Allium sativum L.) es originario de Asia Central, desde alli se extendid hacia
el Este hasta alcanzar China y hacia el Oeste en direccion a Europa. El comercio
europeo facilitdé su distribucion, lo que hizo del ajo un condimento basico en
muchos alimentos. Desde épocas remotas ha sido considerado como un
medicamento vegetal. Su consumo ha sido citado en textos de la época de los
egipcios y la de los romanos, asociandolo como un alimento que daba mayor
fuerza y vigor para la realizacion de trabajo fisico. Durante la Edad Media fue
utilizado como preventivo del célera. Actualmente también se le considera por sus
propiedades antisépticas, diuréticas, estimulantes de la secrecién biliar y
estomacal, vermifugo, vasodilatadores y por su efecto contra la arteriosclerosis y
trombosis (Cardona y Gonzélez, 2006).

Pascual (1997), cita a Vavilov (1887-1943), quien desarroll6 la teoria de la
existencia de genocentros o centros de origen de las plantas cultivadas quien
sefiala, que el ajo procede del centro y sur de Asia (Centro Indo-Afganistano),
desde donde se propagd al Mediterraneo y de ahi al resto del mundo. Se cultiva
desde hace miles de afos, y ya se consumia en India y en Egipto desde
aproximadamente los 3.000 afios A.C. Ya a fines del siglo XV, los espafioles

introdujeron al ajo en el continente americano.

3.1.2. Caracteristicas botanicas

El ajo pertenece taxondmicamente a la familia de las Allidceas subfamilia

Alliaecae y es monocotiledénea, diploide, 2n=16 (Burba, 2003).



Es una planta herbacea constituida por un bulbo subterraneo, formado por
"dientes” unidos en su base alrededor del tallo verdadero y recubiertos por
catéfilos blancos o morados, cuya tonalidad varia segun la variedad y la altura del
sitio de siembra (Ramos, 1991). Las hojas son alargadas, planas y envainadoras;
las flores de color rosado o verde y no producen semillas. El falso tallo es blando,
liso y de hasta 40 cm de longitud de donde nacen bulbillos aéreos. El sistema
radical consta de numerosas raices adventicias simples, delgadas y poco
ramificadas que crecen superficiales en el suelo. Las especies de este género
presentan el mismo patron basico de crecimiento apical, tanto en la raiz como en
el tallo y la frecuencia de ramificacion del brote apical varia con la especie, el

cultivar y las condiciones de crecimiento (Brewster, 1994).

3.1.3. Zonas productoras

En Venezuela la produccion del ajo se concentra principalmente en el estado
Mérida representando para el afio 2008 un 58,2% (962,3 ha) de la superficie
nacional destinada a este rubro, y de esta superficie, en el municipio Rangel se
encuentran 711 ha, ubicandose como el tercer rubro en importancia econémica en
el estado, después de la papa y la zanahoria. Seguido por Lara, Tachira y Truijillo
con 16,09% (266,0 ha), 12,93% (213,85ha) y 12,66% (209,30 ha) de produccién y

superficie respectivamente (Roman y Nufiez, 2008).

3.1.4. Importancia econdémica

En los andes venezolanos, el ajo ha tomado gran importancia econémica en los
tltimos 10 afios, especialmente en zonas de cultivo por encima de los 1.000
msnm. En estos niveles altitudinales, donde las condiciones tropicales todavia
predominan, son condiciones agroecoldgicas ideales para expresar al
maximo, el potencial de rendimiento y calidad de bulbos de ajo al momento de
la cosecha. Tan favorables son estas condiciones, que durante el periodo 1980-
2005, el municipio Rangel del estado Mérida, localizado en el paramo andino, se

ubicé como el primer productor de este cultivo del pais. Dicho municipio acumulo
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el 38,97% de la produccién nacional, sembrandose para el 2007, mas de 711 ha,
lo que represento el 43,03% de la siembra nacional (Roméan y Nuafiez, 2008).

Segun Fedeagro (2011) la produccion nacional de ajo ha venido aumentando
lentamente desde el afio 2004, con una produccion de 12,104 ton para el afio
2007. Esto puede atribuirse a un mejor manejo por parte de los productores
debido a su rentabilidad. De igual forma dia a dia los costos de produccion se
hacen mas elevados, debido fundamentalmente a la gran cantidad de
agroquimicos e insumos utilizados para combatir las plagas y enfermedades que

atacan el rubro.

3.1.5. Variedades y su comportamiento en campo

Aun cuando el ajo es considerado un cultivo rentable, en el pais su produccién ha
disminuido notablemente siendo la carencia de semillas certificadas para la
siembra una de las principales causas (Pardo y Marin, 2003). Su forma de
propagacion asexual, ha dificultado la producciéon de semillas certificadas, por lo
que los productores hacen uso de los dientes o bulbos de procedencia
desconocida como unica forma de propagacion comercial del cultivo (Pardo et al.,
20009).

En Venezuela se siembra una gran cantidad de materiales no identificados, donde
predominan los tipos blanco y morado. Muchos productores siembran materiales
provenientes de México y Europa, también se mencionan algunas introducciones
de paises como Peru, Chile, Argentina, Brasil, entre otros (Albarracin et al., 1994).
Generalmente los materiales cultivados son agrupados por los mismos

productores como ajo “tipo criollo” y ajo “tipo mexicano” (Molina, 2003).

Pardo y Marin (2003), caracterizaron 12 cultivares de ajo colectado en diferentes
zonas del municipio Jiménez del estado Lara durante el periodo 97-98 de acuerdo
a las caracteristicas morfolégicas del follaje y caracteristicas del bulbo, en donde

el cultivar AN-1 (color morado) presento el mayor promedio para longitud y ancho
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de hoja, seguido de los cultivares BO-4 (color morado), PAL-1 (color blanco) y AN-
2 (color morado). Respecto a las caracteristicas del bulbo, el PAL-1 destaco sobre
el resto de los cultivares con promedios superiores para diametro, peso y
rendimiento del bulbo, por lo que recomiendan el uso de este cultivar para futuros

programas de mejoramiento genético del cultivo.

Molina (2003), evalud la resistencia in vivo e in vitro de 27 clones de ajo
pertenecientes al banco de germoplasma del Instituto de Agronomia FAGRO -
UCV, hacia Sclerotium cepivorum Berk, encontrando clones extremadamente
susceptibles como V19 y G10 y clones moderadamente resistentes como V06,
V13, V14, V20, V24 y V25. Este banco de germoplasma también fue caracterizado
morfolégicamente e isoenzimaticamente, evidenciandose, pese a que el ajo es
una planta de propagacion netamente vegetativa, una alta variabilidad entre
clones, ademas ambas caracterizaciones permitieron determinar que todas las

muestras evaluadas eran genéticamente diferentes.

Pardo et al. (2009), caracterizaron siete clones de ajo procedentes de zonas
productoras de los estados Lara y Trujillo, mediante marcadores morfologicos y
moleculares (RAPD). Se emple6é un andlisis de agrupamiento UPGMA con su
respectivo dendrograma, asi como también el analisis de coordenadas principales.
El analisis molecular los diferencié en tres grupos. En el grupo | se ubicaron los
clones colectados en las localidades ‘Agua Negra’ (AN-1, AN-2) y ‘El Paramo’
(PAL-1, PAL-2); el grupo Il se conformo por los clones colectados en ‘Bojé’ (BO-1)
y ‘Cubiro’ (CUB-1), mientras que en el grupo Il se ubicé el clon UCLA-1 colectado
en Carache, estado Trujillo. Los resultados sugieren que los clones AN-1 y AN-2,
con idéntico perfil electroforético, constituyen un mismo genotipo; sin embargo,
han sido distribuidos y sembrados por los productores como materiales distintos.
Los clones PAL-1, PAL-2, CUB-1 y BO-1 muestran un valor de 83 % de similitud
entre ellos, pero se diferencian en su comportamiento agronémico probablemente

debido a la influencia de factores ambientales.
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3.1.6. Mejoramiento genético

Durante muchos afios nadie crey6 en la posibilidad de mejorar genéticamente al
ajo, bajo el argumento de que por ser una especie estrictamente agamica no
tenia fuentes de variabilidad. La carencia de reproduccidén sexual en esta especie
y, en consecuencia, la falta de recombinacion meidtica limitan la variabilidad
natural solo a la acumulacion de mutaciones somaticas, sin que puedan
descartarse otras fuentes secundarias de variabilidad de menor frecuencia, como
pueden ser las recombinaciones mitoticas o la presencia de tramposones (Burba,
2009).

Si bien en la actualidad algunos ecotipos de ajo son capaces de florecer y producir
semilla botanica, aun al presente no existe en el mercado un cultivar comercial
obtenido por hibridacion, por lo que la técnica tradicional de seleccién clonal sigue
siendo la herramienta méas vélida para aprovechar la abundante variabilidad

genética que tiene la misma (Burba, 2009).

A pesar de su tipo de propagacion, esta hortaliza presenta una interesante
variabilidad en los materiales cultivados en el mundo, diferencidndose en
madurez, requerimientos de frio, tamafo y color del bulbo, nimero de bulbillos,
facilidad de emitir vara floral, caracteristicas de la flor y adaptacion a las
longitudes diferentes del dia entre otras ( Messiaen et al., 1994).

Por lo dicho anteriormente, se hace necesario evaluar y/o caracterizar los
genotipos comunmente utilizados por los productores para la siembra, de modo de
determinar la variabilidad y base genética de los mismos con el fin de conformar
un banco de germoplasma y dar inicio a programas de mejoramiento genético que
conlleven a la produccion de semillas certificadas para uso comercial (Pardo et.al.,
2009).
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3.1.7. Plagas y enfermedades

La semilla de ajo, representada por el mismo bulbo, constituye un reservorio de
diferentes especies de microorganismos que actian en forma saprofita y/o
parasita, causando dafios en las diferentes fases de desarrollo del cultivo, en
postcosecha y a nuevas siembras; situacion que ha afectado la produccion del
pais por reduccion de la superficie sembrada y caida de los rendimientos al
introducir semilla de baja calidad fitosanitaria, que trae consigo contaminacion de

los suelos potencialmente productivos.

Con el fin de conocer a mayor profundidad la situacion planteada, Martinez y
Granada (1993), recolectaron bulbos de ajo, destinados para "semilla" en los
estados Lara, Mérida y Tachira. En el analisis fitopatologico se detectaron 17
géneros de hongos, algunos habitando sélo en la parte superficial del bulbo y otros
internamente, estableciendo una relacion mas estrecha con el mismo. De estos
géneros identificados, algunos son agentes causantes de enfermedades en el
cultivo de ajo en el campo, como: Stemphylium sp., Fusarium sp., Pyrenochaeta
terrestri, Alternaria porri, Sclerotium cepivorum y otros a nivel de almacenamiento
como: Aspergillus niger, Penicillium sp. y Cladosporium sp. En ambos casos es
afectado en forma directa o indirecta el producto comercial, disminuyendo su

calidad, tanto para consumo como para semilla.

En relacion con los nematodos, de los géneros encontrados en asociacion con los
bulbos, sélo la especie Ditylenchus dipsaci actlia como patégeno sobre el cultivo,
afectando directamente al bulbo en condiciones de campo y almacenamiento,

disminuyendo su calidad comercial para consumo y "semilla".

Jiménez et al. (2009), determinaron la presencia de hongos en la rizosfera de
plantas de ajo en dos localidades de la poblacion de Agua Negra, estado Lara.
Entre los generos saprofitos o eventualmente parasitos se encontraron Aspergillus

terreus, A. niger, Rhizopus stolonifer, Cladosporium, Penicillium sp, F.equiseti, F.
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oxysporum, F. solani y Pythium sp. Entre los nematodos destacaron los que dafian

el producto comercial, como Aphelenchus, Aphelenchoides y Dytilenchus dipsaci.

Dentro de las principales enfermedades en Venezuela que afectan este cultivo se
seflalan la podredumbre blanca causada por el hongo Sclerotium cepivorum y la
hinchazon de los bulbos provocada por el nematodo Dytilenchus dipsaci, ambos
presentes de forma persistente en gran parte de las unidades de produccion,
causando los mayores niveles de pérdida de cosechas, en ausencia de un

adecuado control de plagas y enfermedades (Roman y Nufiez, 2008).

Apoyando lo antes descrito, Cedefio et al. (2003), reportan que en el estado
Mérida, las enfermedades que han ocasionado las pérdidas mas significativas en
el cultivo son la "pudricién blanca" causada por el hongo Sclerotium cepivorum
Berk. (60-70% de pérdidas) y la "cachera" inducida por el nematodo Dytilenchus
dipsaci (Kuhn) Filipjev. A causa del alto nivel de contaminacion por S. cepivorum,
algunas areas con excelentes condiciones de clima y suelo para la explotacion del

ajo estan siendo ocupadas con otros cultivos.

Segun lo descrito por Roman y Nufiez (2008), las principales enfermedades virales
en ajo encontradas en el estado Mérida, son causadas por especies
pertenecientes a dos de sus familias formalmente reconocidas: Potyviridae y
Flexiviridae. Entre los miembros de la familia Potyviridae se encuentran los virus
enanismo amarillo de la cebolla (Potyvirus Onion yellow dwarf virus: OYDV),
reportado como causante de achaparramientos y reducciéon de tamafio del bulbo, y
el virus rayado amarillo del puerro (Leek yellow stripe virus: LYSV) causante de

mosaico en hojas.

La familia Flexiviridae comprende dos géneros: Carlavirus y Allexivirus. El primero
esta representado por el virus latente comun de ajo (GCLV), que no produce

sintomas aparentes; sin embargo, en combinacidon con otras especies causa
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serias pérdidas de cosechas. El segundo, incluye el virus X de chalote (ShVvX) y
las lineas de virus de ajo (A, B, C, D, E y X), causantes de mosaicos leves en
hojas. Los autores concluyeron que todo el ajo cultivado porta una o mas de estas
especies, formando complejos que de no causar sintomas graves pueden ejercer
efectos nocivos sobre el comportamiento fenotipico de este cultivo, como bajos

rendimientos, calibres reducidos del bulbo y bajo contenido de materia seca.

3.2.  Investigacion del cultivo en Venezuela:

Considerando la diversidad de usos como condimento natural o procesado, alta
demanda en nuestra dieta diaria y alto valor economico el ajo (Allium sativum
L.), ocupa el tercer lugar de importancia dentro del grupo de las hortalizas

comercialmente cultivadas en el estado Mérida después de la papa y zanahoria.

Esto ha conllevado a la realizacion de diversos trabajos de investigacion
asociados con la caracterizacion morfolégica y molecular de clones de ajo
(Albarracin, 1994; Molina, 2003; Pardo y Marin, 2003; 2009),métodos de
propagacion, produccion y almacenamiento de semilla (Carrillo,1985;
Ramos,1988); aspectos agrondmicos y generales del cultivo, produccion y
adaptabilidad (Ramos,1991; La Cruz et al.,1983; Carrillo,1985; Nufiez y Roman
2008); Plagas, enfermedades y control biolégico (Acevedo,1989; Martinez vy
Granada,1993; Roman y Nufiez, 2008; Jiménez et al., 2009; Ulacio, 2011).

En Venezuela, los reportes sobre cultivo de tejidos de ajo y produccion de semilla
de calidad mediante el uso de la biotecnologia es mas bien escasa, limitandose a
la obtencion de metodologias con tasas de multiplicacién bajas y medios de
cultivos costosos y poco eficientes. Sin embargo, en la facultad de agronomia,
UCV, se ha venido realizando una serie de investigaciones sobre el cultivo de
tejidos en ajo (Gonzalez, 1984; Sanchez, 1990; Sanchez, 1995). Igual que en la
Universidad Centroccidental Lisandro Alvarado (Mujica y Mogollon, 2004; Mujica y
Sanabria, 2008).Cabe destacar que no se encontraron reportes en donde se
utilizaran medios de cultivo libre de reguladores de crecimiento para la
micropropagacion de ajo (Allium sativum L.).
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3.3. Cultivo in vitro

La aplicacion de las técnicas de cultivo de tejidos en la regeneracion y
multiplicacion comercial de plantas es el desarrollo mas reciente que se ha
convertido en una alternativa importante de los métodos convencionales de
propagacion y produccion de semillas en una amplia gama de especies de plantas
principalmente aquellas de reproduccion asexual o vegetativa como el ajo. La
biotecnologia, por medio de la técnica de cultivos in vitro genera alternativas
viables para obtener plantas libres de enfermedades, con niveles altos de

productividad (Quispe y Hugo, 2009).

La fortaleza de esta metodologia se basa en el aprovechamiento de la
totipotencia, es decir la capacidad intrinseca de cada célula vegetal para regenerar
un individuo completo con similares caracteristicas a la planta donadora, la cual

fue planteada por Haberlandt en 1902 (Izquierdo y Quiones, 2001).

El cultivo in vitro se define como el cultivo sobre un medio nutritivo, en condiciones
estériles, de plantas, semillas, embriones, 6rganos, células, tejidos y protoplastos.
Estas técnicas se caracterizan por ocurrir sobre una superficie relativamente
pequefia, en donde se optimizan las condiciones nutricionales, hormonales,
ambientales y de asepsia. En el cultivo in vitro un tejido aislado puede dar origen a
un callo (organogénesis indirecta) o puede desarrollarse en otras formas, tales

como 6rganos o embriones somaticos (organogénesis directa) (Finol, 2006).

El crecimiento y desarrollo de partes de plantas aisladas pueden ser controladas
manipulando la composicién de nutrientes y condiciones ambientales durante el
cultivo in vitro. Los procedimientos in vitro pueden ser dirigidos hacia la produccién
de plantas idénticas (progenie clonal) o para producir variabilidad genética (Quispe
y Hugo 2009).

3.3.1. Organogénesis Directa

Las técnicas de propagacion in vitro son comercialmente factibles para muchas
plantas. Sin embargo, la mayoria de ellas detienen su crecimiento como resultado
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de la extrema desecacién, que ocurre cuando las plantas se transfieren de las
condiciones in vitro a ex vitro en el invernadero y luego en el campo. El ajo tiene la
ventaja de propagarse vegetativamente, por lo que los bulbos producidos no
deben tener este problema.

Mohamed et al. (1995), describieron un procedimiento para la obtencion de bulbos
de ajo, implantando discos basales de 4 mm de espesor a un medio Murashige y
Skoog 1962 (MS), suplementado con benciladenina (BA), el brote obtenido luego
de cinco semanas, subcultivado en un medio de induccion de bulbos compuesto
de medio MS suplementado con 5 g I'* de carbén activado y 120 g I* de sacarosa
con un fotoperiodo de 18 horas y 28 . Finalmente los bulbos fueron transferidos

directamente al campo y produjeron plantas viables.

Mohamed et al. (1994), determinaron un procedimiento para la induccion,
regeneracion y bulbificacion in vitro de apices meristematicos en ajo y chalote. En
un medio MS, suplementado con tidiazurén (TDZ), subcultivado en un medio MS
suplementado con 5 g I* de carbén activado y 120 g I* de sacarosa para la
induccidén de bulbos. Este método podria ser util para producir bulbos a bajos

costos, facilidad de manejo y conservaciéon de semilla.

Shahidul et al. (1997), estudiaron la influencia de los reguladores de crecimiento,
medios de cultivo y edad del explante de las puntas de raiz en la iniciacién y
proliferacion de brotes. Los mejores resultados los obtuvieron en un medio MS,
suplementado con ANA y BA 1y 10 uM respectivamente, obteniendo un 75% de
proliferacion de explantes. Resultados similares se obtuvieron con el medio
Gamborg (B5), aunque fue mayor el nimero de brotes por explante, estos eran de
menor tamafo. Los autores sefialaron que a menor edad del explante, mayor
regeneracion potencial de brotes. Esta metodologia se realizd6 mediante
organogénesis directa evitando la fase de callo reduciendo el riesgo de variacion

somaclonal, lo cual favoreci6 la uniformidad genética de los materiales.

17



Ayabe y Sumi (1998), establecieron una nueva metodologia, para la obtencién de
plantas y bulbos de ajo y demostraron que la parte baja del follaje inmaduro de las
hojas llamado “discos basales”, representaba un explante promisorio para la
micropropagacion masiva de ajo. Veinte a treinta brotes fueron diferenciados por
disco basal en un medio Linsmaier y Skoog, 1965 (LS) libre de reguladores de
crecimiento en 30 dias y mas del 90% de los brotes formé bulbos en 30 dias de
cultivo adicional. Los autores sefalaron que el uso de discos basales como
explante es el unico método donde la diferenciacion de brotes es mas eficiente en
un periodo de cultivo menor que los protocolos reportados anteriormente
(Havranek y Novak 1973; Kehr y Schaeffer 1976; Abo EI-Nil 1977; Nagakubo et
al., 1993); siendo ésta una herramienta Util para la produccion de semilla de ajo

libre de enfermedades.

En la busqueda de una metodologia que simplificara de manera eficiente el
manejo y la multiplicacion de clones para la preservacion de la variabilidad
genética de un banco de germoplasma in vitro de ajo, Baradiam et al., (1999)
propuso el uso de bulbos inmaduros como fuente de brotes axilares, sembrados
en un medio de cultivo B5, con 0.5 mg I"* de 2-isopentilamina (2iP) y 0.1 mg I"*
ANA, para las fases de desarrollo desde la iniciacion, multiplicacion y formacion
de bulbos. Los autores lograron una multiplicacion de brotes que vario de 1:4 a
1:16 brotes por explante en donde los 23 clones evaluados presentaron una taza
de formacion de bulbos de 90% con un tamafio de 1-3cm de diametro luego de

seis meses en invernadero.

Posteriormente, Ayabe y Sumi (2001), desarrollaron una nueva técnica de cultivo
de tejidos eficiente para la limpieza y la eliminacion de virus en plantas de ajo
infectadas con LYSV y OYDV .Los autores emplearon como explante el domo
basal del tallo con 1mm de espesor, en el medio anteriormente descrito libre de
reguladores de crecimiento. Los autores alcanzaron una taza de regeneracion de
brotes de 1:25 brotes por explante de 5cm de largo y enraizadas luego de ocho

semanas. Las plantas resultantes no mostraron ningun sintoma viral en sus hojas,
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incluso cuando se usaron dientes de plantas de ajo con el mosaico severo y los
sintomas del enanismo amarillo, siendo esta metodologia promisoria para
producciéon de semilla de ajo de calidad garantizdndose con el uso de este
explante la ausencia de virus y una mayor tasa de multiplicacién de brotes por

explante.

3.3.2. Organogénesis Indirecta

La organogénesis indirecta se refiere a la iniciacion de tallos y raices adventicias
dentro de masa de células de callo. Estas masas de células de callo muy
vacuoladas y en gran parte parenquimatosas pueden desarrollar meristemoides,
qgue en condiciones especificas de cultivo, inician 6rganos. El proceso es similar al
de la iniciacién de brotes adventicios en explantes, excepto que ha ocurrido un

periodo intermedio de crecimiento independiente de callo (Hutson y Dale, 1994).

Myers y Simon, (1998), sefialaron un sistema de produccién continua de callos
provenientes de las puntas de raiz de los clones DDR7099, P1383819 y Piacenza,
los cuales fueron iniciados en un medio B5, suplementado con 4,5 uM de acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) durante ocho semanas, subcultivado en el mismo
medio con 4.7 uM de picloram + 0.49 uM 2iP por 8 semanas adicionales. El callo
embriogénico friable fue transferido al mismo medio de subcultivo pero liquido,
para finalmente ser cultivado en un medio semi-sélido de regeneracion, con un
porcentaje de obtencién de brotes de 85,3%. Los autores concluyeron que la
proporcion de regeneracion de brotes disminuyo, cuando el tiempo de desarrollo

del callo era mayor de 4 meses.

Haque et al., 1997, 1998; Barandiaran et al., 1999; Robledo et al.,, 2000,
concuerdan en que las raices son normalmente usadas como explante para el
desarrollo de sistemas de regeneracion masiva de ajo con o sin una fase del callo,
sin embargo el problema con este tipo de explante es la disponibilidad limitada de

las puntas apicales de la raiz.
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Myers y Simon (1998) reportaron un proceso de produccion continua de callo y
sistema de regeneracion de plantas de ajo usando segmentos de puntas de la
raiz. No obstante, el procedimiento desde la induccién del callo hasta la
produccion de la planta demoré mas de 10 meses: seis semanas para la obtencion
de las plantas in vitro con raices, ocho semanas para la induccién del callo de las
puntas de la raiz, 8 semanas adicionales para la proliferacion del callo, 1 mes para

la suspension, y 14 semanas para la regeneracion.

Zheng et al. (2003), lograron un sistema eficiente y rapido de induccion de callo y
regeneracion de plantas de ajo a partir de segmentos apicales y no apicales de
raiz en cuatro meses ( dos meses para la induccion de los callos y dos meses
para su regeneracion).Un componente importante del sistema sefialado por dichos
autores es la baja concentracién de citocininas (0.1 mg I'* 2ip) en el medio de
cultivo MS. La regeneracion de la planta fue alta en los cuatro cultivares Europeos
usados, de 30.1 a 47.6 %. La ventaja del uso de los segmentos de raiz como
explante para la produccion de callo, es que se pueden cosechar raices de forma

constante cada cuatro o seis semanas de las plantas desarrolladas.

3.3.3. Concentracion de sacarosa sobre el crecimien  to in vitro de bulbos:

Nagakubo et al.,, 1993; Mohamed et al., 1994, concuerdan que cuando se
emplearon medios suplementados con 12% de sacarosa se observo una tasa de
induccion de bulbos del 74% en los brotes estudiados. Cuando se utilizaron
medios suplementados con 8% de sacarosa, se obtuvo que el 86-90% de los
brotes formaron bulbos, que aquellos medios suplementados con 3% de sacarosa
luego de 12 semanas de subcultivo (Zel et al., 1997). Cuando se compararon
estos resultados con los de Nagakubo et al.,, (1993) y Seabrook (1994), se
encontro que dichos valores eran mas altos, en donde solo el 74% y 50% de los

brotes formaron bulbos

Kim et al. (2003), también afirmaron que con el uso de medios suplementados con

11% de sacarosa se desarrollaron 30 bulbos por explante y el peso fresco de los
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brotes fue mayor. Esto mostré que una concentracion alta de sacarosa adicionada

al medio MS liquido contribuy6 al incremento de la produccion de bulbos.

3.3.4. Reguladores de crecimiento en la induccion y desarrollo de bulbos en

condiciones in vitro

Los procesos morfogenéticos en los cuales se logra la propagacién in vitro son
variables y dependen principalmente de la relacién auxina/ citocinina (Him y Paez ,
1998). No obstante el éxito en la bulbificacion, depende altamente de la
concentracion de reguladores de crecimiento, y de sacarosa entre otros
(Mohamed et al., 1995), lo que implica la trasferencia a nimerosos medios de
cultivo con diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento y
concentraciones de carbohidratos (Zel et al., 1997).

En un intento por mejorar la eficiencia de bulbificacion del ajo tipo morado, Mujica
y Mogollén (2004) evaluaron el efecto de la benciladenina (BA), zeatina (Z) y 2-
isopentilamina (2-ip), sobre el desarrollo de bulbos, en donde los autores
concluyeron que la eficiencia en la microbulbificacion fue dependiente del tipo y
concentracion de citocinina en el medio de cultivo, observandose que la
benciladenina (BA), zeatina y 2-isopentilamina (2-ip) estimularon el desarrollo de
los microbulbillos en el 100% de los cultivos y s6lo el 2-ip presenté una leve
tendencia a la bulbificacion mdltiple. La mayor masa fresca y diametro ecuatorial
se logro con la dosis de 2 mg/L de 2-ip alcanzando promedios de 0,627 g y 10,93

mm respectivamente.
3.3.5. lluminacion en la induccion y desarrollo de bulbos en condiciones in
vitro

Kim et al. (2003), analizaron la induccion y crecimiento de bulbos bajo oscuridad
continua y con un fotoperiodo de 16 h luz (50 pmol m? s™) /8 h de oscuridad. El

namero de bulbos desarrollado fue mayor en oscuridad. Veintinueve bulbos se
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desarrollaron de cada explante cultivado bajo la oscuridad y veinte uno con 16 h

luz /8 h oscuridad. El peso total del bulbo aumento significativamente.

Resultados semejantes se obtuvieron en plantas del genero Lilium, en donde la luz
suprimio la formacion del bulbo (Stimart y Ascher, 1978) y la oscuridad favorecio
la formacion y crecimiento del bulbo (Nimmi y Onozawa, 1979). Por otra parte
existen autores que sefialan que la incubacion en la oscuridad de los explantes no
estimulé la formacién de la bulbos (Gerrits y De Klerk, 1992).Este es el caso de
Zel et al. (1997), quienes demostraron que el crecimiento de los discos basales

colocados en la oscuridad resulté ineficaz para la estimulacién de los bulbos.
3.3.6. Temperatura en la bulbificacion in vitro:

Nagakubo et al.; 1993; 1997; Takagi, 1990, concuerdan en que dientes de ajo
expuestos a una temperatura de 5 °C, por mas de 4 meses promueve la formacién

de bulbos en condiciones in vitro de ajo.

Ayabe y Sumi (1998), estudiaron el efecto del pretratamiento a bajas temperaturas
de dientes de ajo para el cultivo de discos basales. Los autores demostraron que
la formacion de los bulbos in vitro también aumento significativamente en mas del
95% de los brotes proveniente de dientes pretratados a 4°C por mas de 8
semanas, en contraste a los dientes almacenados a temperatura ambiente, los

cuales ninguno desarrollé bulbos.
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Material Original

Clones

l Seleccion de semilla

Extraccion de apices y
discos basales

l Limpieza (Cultivo in vitro)

Obtencién de Plantas
Libres de Enfermedades

l

Micropropagacion in vitro

Laboratorio de Cultivo de Tejidos

l Multiplicacién masiva

Microbulbillos Semilla

“Pre-basica”

Crecimiento y desarrollo en
tierra (Microbulbillos)

l

Bulbos Semilla libres de
enfermedades

Invernadero

Figura 1. Esquema general para la produccion de semilla de ajo (Allium sativum L.)

libre de enfermedades. Modificado de Moriconi, 1997
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IV.- MATERIALES Y METODOS

4.1. Ubicacién del ensayo

Los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos del Centro
de Investigaciones en Biotecnologia Agricola (CIBA), adscrito al Instituto de
Genética de la Facultad de Agronomia de la Universidad Central de Venezuela.

Nucleo Maracay.
4.2. Material Vegetal

Se utilizaron clones de ajo criollo morado procedente de la zona productora de
Apartaderos, estado Mérida (Figura 2). Las semillas se obtuvieron a partir de
bulbos de ajo provenientes de la finca “Monte Carmelo”, propiedad del Ing. Agr.
Alejandro Sequera, cosechados en el mes de noviembre de 2010. En todos los

ensayos se utilizé este mismo clon, con el mismo tiempo de cosecha en el campo.
4.3. Preparacion del explante

Para esta etapa se siguid la metodologia de Ayabe y Sumi (1998) para la
extraccion de discos basales y para apices meristeméticos la metodologia

sefialada por Mujica y Mogollon (2004).

Una vez los bulbos de ajo fueron traidos del campo, se corté todo el follaje, se

lavaron con agua jabonosa y se enjuagaron con abundante de agua de chorro.
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Figura 2. Apariencia de clones de ajo (Allium sativum L.) criollo tipo procedente
de la zona productora de Apartaderos, estado Mérida.

4.4. Grelacién

Se realiz6 colocando los bulbos en envases plasticos dentro de una cava, a 8°C
por cuatro semanas. Estos dientes grelados fueron usados en los diferentes

ensayos para la obtencién de los explantes.
4.5. Desinfeccion

Las cabezas de ajos fueron disgregadas en dientes, los cuales se seleccionaron
por tamafio y apariencia sin dafios fisicos y de color caracteristico, con el fin de
garantizar un material uniforme. Los dientes de ajo fueron lavados con una
solucion jabonosa por 30 min, bajo agitacién suave y continua, luego se les
eliminaron las hojas envainadoras hasta visualizar el propagulo y posteriormente
fueron lavados en una solucion de cloro comercial al 70% (Hipoclorito de sodio
3,5% ingrediente activo) por 20 min. Finalmente los propagalos fueron enjuagados
tres veces con agua destilada estéril antes de implantacion en los medios de

cultivo, de acuerdo de la metodologia propuesta por (Sanchez, 1995).
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4.6. Extraccion del explante
Se utilizaron dos tipos de explantes:

1. Apices meristematicos: Una vez inducido el grelo se seccionaron
trasversalmente los dientes, se eliminaron hojas envainadoras hasta extraer el

apice meristematico de 0.5 mm.

2. Discos basales: Una vez inducido el grelo de cada diente, se realizd un corte
trasversal en la base del tallo inmaduro (discos basales) de 1mm de espesor

aproximadamente (Figura 3).

La extraccion de explantes se realizo bajo camara de flujo laminar, siguiendo el
protocolo de desinfeccion y siembra propuesto por Ayabe y Sumi (1998); para la
extraccion de discos basales y apices meristematicos se utilizo la metodologia

empleada por Mujica y Mogollon (2004).
El procedimiento se describe a continuacion:

a. Aplicacion Micro Plus Accion, el cual es un desinfectante que actia en
frio, bactericida, fungicida y antiséptico compuesto de polimetilendiurea activada al
0,067% por, 5 min.

b. Tres lavados con agua destilada.

c. Lavado con cloro comercial al 70 % por 10 min.
d. Tres lavados con agua destilada.

e. Extraccién del apice meristematico o disco basal.
f. Implantacion en los medios de cultivo.

La extraccion del explante se realiz6 a los siete dias de crecimiento del grelo,
utilizando la metodologia de Ayabe y Sumi (1998). Estos autores demostraron que

entre 5y 10 dias de desarrollo se garantiza que el dpice meristematico y discos
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basales estén libres de enfermedades, con una mayor tasa de multiplicacion

(Figura 4).

’
P R

wialntaTe

Disco Basal

Figura 3. Esquema del diente de ajo donde se representa el llamado disco basal.

Tomado de (Ayabe y Sumi, 1998).

Fase del Cultivo 5-7 dias 10 dias 2 Semanas 3 Semanas
Domo del | Apice Brotes Brotes
apice
Estado de
desarrollo =2em
: 1cm
& T o 5mm B T imm RN

Deteccién de
virus

+

+

Figura 4 . Tipos de explantes segun el tiempo de corte para la eliminacion de
virus. Modificado de Ayabe y Sumi, 2001.
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4.7. Medios de cultivo

Los medios de cultivos empleados estuvieron constituidos por las sales de: MS
(1962), LS (1965), B5 (1968).

La composicién quimica de cada medio se describe en el Cuadro 1. La seleccion
de los medios se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta por Mohamed et al,
(1994-1995); Barandiaran et al. (1999); Ayabe y Sumi (1998-2001).

4.8. Condiciones ambientales

El periodo de desarrollo se llevé a cabo bajo cdmara de crecimiento, en el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos del Centro de Investigaciones en Biotecnologia
Agricola (CIBA), a 32 pmol m? s de luminosidad, fotoperiodo de 16 horas, y

temperatura de 18+2 °C.
4.9. Metodologia experimental

Con el fin de establecer una metodologia Optima para la produccion de semilla

libre de enfermedades, la presente investigacion se dividié en tres etapas:

4.9.1 Determinacion del mejor medio de cultivo para el desarrollo de
plantulas; asi como el tipo de explante ideal que p  ermitiera acelerar y

aumentar la tasa de multiplicacion de brotes por ex  plante.

Esta etapa consté de dos experimentos, los cuales se diferenciaron por el tipo de

explante.

Experimento |: Implantacion de apices meristematicos en medios semi-solidos

libres de reguladores de crecimiento.

Experimento Il : Implantacion de discos basales en medios semi-sdlidos libres de

reguladores de crecimiento.

Como fuente de explantes se usaron dientes de ajo previamente seleccionados y

desinfectados en la etapa anterior. El tamafio de dichos explantes fue de 0,5 mm
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para apices meristematicos y de 1mm de espesor para discos basales. Los
explantes se implantaron en los medios de cultivo MS, B5, LS, libre de reguladores
de crecimiento (Cuadro 1). El pH se ajust6 a 5.7 con la utilizacién de HCI o NaOH
1N en caso de ser necesario. Como agente gelificante se utiliz6 Phytagel® (4 gI™).
Se utilizaron frascos con una capacidad de 500ml, a cada uno de los cuales se
afiadié 30 ml de medio, se taparon y estilizaron a 121°C y 1,05 kg/cm™ de presién

por 30 min.

Tanto la extraccion como la implantacion en los medios se realizaron bajo camara
de flujo laminar. Las herramientas de trabajo se esterilizaron previamente en
autoclave a una temperatura de 121°C y 1,05 kg/cm™ de presién por 30 min. Los
cultivos se colocaron en un cuarto de crecimiento con condiciones de iluminacion

(32 pmol m? s, fotoperiodo de 16 horas y temperatura de 18+2 °C.

El disefio de experimentos empleado para cada experimento, fue un
completamente aleatorizado, con un total de tres tratamientos representados por
los medios de cultivo (MS, BS, LS), cuatro repeticiones por tratamiento, un
explante por frasco, en donde la unidad experimental estuvo constituida por un
frasco. Las variables evaluadas fueron: porcentaje de explantes que formaron
brotes, nUmero de brotes por explante, nUmero de hojas por brote, altura de planta

(cm).

4.9.2 Determinacion de los niveles optimos de sacar  osa para el desarrollo de
microbulbillos que finalmente se pudieran manejar y aclimatizar bajo

condiciones de invernadero.

La evaluacion se llevé a cabo mediante la realizacion de un experimento
considerando que el medio LS presentd los mejores resultados para la
regeneracion, multiplicacion y desarrollo de plantas de ajo. La selecciéon de tres
concentraciones de sacarosa (30, 60 y 90 g I'), se realizé6 tomando como criterio

la metodologia reportada por Mujica y Mogollon (2004).
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Experimento Ill: Induccion de bulbificacion de las plantas regeneradas en la

primera etapa.

A los 45 dias de la micropropagacion las plantulas con una altura que vari6 entre 7
y 12 cm, fueron separadas y seccionadas a 2 cm a partir de la base, incluyendo
remocion de raices (Figura 5). Estos brotes se transfirieron a frascos de 500 ml
gue contenian 30 ml del medio LS complementado individualmente con tres
concentraciones de sacarosa (30, 60 y 90 g I'!). Los medios fueron previamente

esterilizados en las mismas condiciones descritas para la micropropagacion.

o

\\__/V

. j

Figura 5. Plantula de ajo (Allium Sativum L.) a los 45 dias de su implantacion
bajo condiciones in vitro con el uso de explante de disco basal

La implantacion se efectué bajo camara de flujo laminar, colocando un brote por
frasco. Los brotes se colocaron en posicion vertical, introduciendo una pequefa
parte del extremo proximal en el medio de cultivo. Las condiciones del cultivo
fueron: iluminacién (32 umol m? s™), fotoperiodo 16 horas y temperatura de 18+2

°C durante ocho semanas.

El disefio de experimento fue un completamente aleatorizado, con un total de tres

tratamientos representados por la concentracién de sacarosa (30,60 y 90 g 1),
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cuatro repeticiones por tratamiento, un brote por frasco en donde la unidad
experimental estuvo constituida por cuatro frascos. Las variables estudiadas
fueron: porcentaje de brotes con bulbos, nimero de bulbos por brote, diametro

ecuatorial (mm) y masa fresca (g).

Los datos se analizaron mediante pruebas no paramétricas (Kruscal-Wallis) y las
medias se separaron con la prueba de comparaciéon de rangos. Los analisis
estadisticos se llevaron a cabo con el uso del programa el programa Statistix 8.2

(Version 8.0 para Windows).
4.9.3. Aclimatizacion de los microbulbillos bajo co ndiciones de invernadero.

Experimento IV: Aclimatizacion de microbulbillos regenerados en la segunda

etapa.

Para llevar a cabo esta etapa se seleccionaron las plantulas que formaron
microbulbillos en el experimento Ill. A los 60 dias de la microbulbificacion las
plantulas con una altura promedio de 7 cm y un diametro ecuatorial promedio de
9mm con presencia de raices, fueron colocadas en vasos plasticos contentivos de
sustrato Sunshine Mix # 5 cuyo componente basico es la turba rubia del musgo

Sphagnum canadiense y perlita esterilizada.

A cada planta le fue colocada una bolsa de plastico transparente de manera de
hacer una camara humeda, permitiendo a las plantulas reducir el efecto ambiental
de las instalaciones. Finalmente a los 10 dias se retir0 la bolsa para determinar la
respuesta a bajo condiciones de invernadero. La variable evaluada fue el

porcentaje de microbulbillos aclimatizados.
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Cuadro 1. Composicion quimica de los medios utilizados para la propagacion y
bulbificacién in vitro de ajo (Allium sativum L.) tipo morado.

COMPUESTO MEDIOS DE CULTIVO (g 1)
MS B5 LM
NH4NO3 16,5 16,5
KNOs 19,0 25,0 19,0
KH2POy4 1,7 1,7
CaCl; 2H,0 4.4 1,5 4.4
MgSO, 7H.0 3,7 2,5 3,7
(NH4),S04 13
NaH>PO44H>0 15
MnSOQO,4 4H,0 22,3 13,20 22,3
ZnS0O4 7TH0 8,6 2,00 8,4
CuSO4 5H,0 0,025 0,025 0,025
Kl 0,83 0,75 0,83
Naz:MoO4 2 H20 250 250 250
H3BOs 6,2 0,003 6,2
CoCl, 6H,0 0,025 0,00025 0,025
FeSO4 7H,0 27,8 27,85 27,7
Na, EDTA. 2H>0 37,3 37,3 37,3
Tiamina 0,1 10,00 0,4
Acido nicotinico 0,5 1,00
Piridixina 0,5 1,00
Myo- inositol 100,00 100,00 100,00
Sacarosa 30 30 30
Phytagel® 4 4 4
pH 5,7 5,7 5,6

32



V.- RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Medio de cultivo y tipo de explante para el de  sarrollo de plantulas

Experimento I: Implantacién de apices meristematicos en medios semi-solidos

libres de reguladores de crecimiento.
Variables cuantitativas:
5.1.1. Porcentaje de explantes que formaron brotes

El estadistico Kruskal-Wallis detecté diferencias significativas entre los
tratamientos. La formacion de brotes ocurrido en los medios MS y LS. La mejor
respuesta ocurrio con el medio LS, obteniéndose 37,5% de explantes con brotes

en comparacion al medio MS donde fue de 7,5% (Cuadro 2; Figura 6).

Cuadro 2. Efecto de los medios MS, LS, B5 libre de reguladores de crecimiento
sobre la formacion de brotes a partir de explantes de meristemos apicales de ajo
(Allium sativum L).

Medio s de | Formacion de brotes
cultivo por explante (%)
MS 75°
LS 3752
B5 0P

Medias con letras desiguales en la misma columna, difieren significativamente segln prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para p < 0,05
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Figura 6. Efecto de los medios MS, LS, B5 libre de reguladores de crecimiento
sobre la formacion de brotes a partir de explantes de meristemos apicales de ajo
(Allium sativum L).

Es importante resaltar que en estudios previos llevados a cabo para la
micropropagacion de ajo (Allium sativum L.), no se emplearon medios de cultivo
libre de reguladores de crecimiento con el uso de este explante, en toda la
bibliografia consultada siempre se utilizaron diferentes combinaciones de
reguladores de crecimiento para la induccion, multiplicacion y desarrollo de brotes
(Nagakubo et al., 1993; Mohamed et al.,, 1994; 1995; Sanchez, 1995; Mujica y
Mogollén, 2004). Los reguladores del crecimiento han sido sefialados por los
autores anteriormente nombrados como indispensables para el establecimiento y
desarrollo de plantulas de ajo a partir de explantes de meristemos, apices o
yemas en condiciones in vitro. Sin embargo, estos resultados nos plantean la
posibilidad de obtener plantulas de ajo con el uso de un medio de cultivo sin
reguladores de crecimiento, pudiéndose bajar los costos de produccion, ya que se
sabe que los reguladores de crecimiento son el constituyente mas costoso de los
medios de cultivo empleados para la produccién in vitro. También, se puede
sefialar que en la bibliografia local consultada de ajo no se encontraron trabajos
anteriores, en donde se evaluaran las variables descritas en este trabajo a pesar
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de su importancia como punto de referencia en la obtencién de un protocolo
eficiente de micropropagacion. Por lo que los resultados obtenidos, representan un
aporte interesante para el estudio de la respuesta morfogénica de explantes de
meristemos apicales de ajo en medios de cultivos sin el uso de reguladores de

crecimiento.

5.1.2. Namero de brotes por explante

Debido a que la formacién de brotes solo ocurrié en dos tratamientos (MS y LS),
las variables nimero de brotes/explante asi como numero de hojas por brote y

altura de planta se evaluaron Unicamente en estos tratamientos.

La prueba de Kruskal-wallis no detect6 diferencias significativas para la variable
namero de brotes/ explante, todos los tratamientos diferenciaron 1 brote por
explante (Cuadro 2; Figura 7).

Cuadro 3. Efecto de los medios MS, LS, B5 libre de reguladores de crecimiento
sobre el niumero de brotes por explante a partir de explantes de meristemos
apicales de ajo (Allium sativum L).

Medios de | N° brotes/ explante
cultivo
MS 1
LS 1
B5 0

Medias con letras desiguales en la misma columna, difieren significativamente segin prueba no parameétrica de Kruskal-Wallis para p < 0,05
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Figura 7. Efecto de los medios MS, LS, B5 libre de reguladores de crecimiento
sobre el numero de brotes por explante a partir de explantes de meristemos
apicales de ajo (Allium sativum L).

Estos resultados coinciden parcialmente con los de Quezada et al. (1998), quienes
lograron un brote por explante con la variedad ‘Rosado de lItalia’, cuando se utilizo
un medio MS+B5 suplementado con 2-iP (1-3 mg/L) y ANA (0.1-0.3 mg/L).

Los resultados aqui obtenidos indican que la formacion de brotes en ajo (Allium
sativum L), ocurre sin la suplementacion de reguladores de crecimiento al medio

de cultivo.
5.1.3. Namero de hojas por brote

La prueba de Kruskal-wallis detecto diferencias significativas entre los tratamientos
para la variable nimero de hojas por brote (Cuadro 4; Figura 8). La mejor
respuesta ocurrio con el medio MS, obteniéndose dos hojas por brote. Estos
resultados son similares a los de Cardenas (1995), quien reporté un niumero de
hojas diferenciadas por brote de dos, para en tres variedades de ajo ‘Cadereyta’,

‘Celaya’ y ‘Taiwan’ en medio MS.
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Cuadro 4. Efecto de los medios MS, LS, B5 libre de reguladores de crecimiento
sobre el nimero de hojas/ brote a partir de explantes de meristemos apicales de
ajo (Allium sativum L).

Medios de | N° hojas / brote
cultivo
MS 28
LS 1°
B5 0°

Medias con letras desiguales en la misma columna difieren significativamente segin prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para p < 0,05
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Figura 8. Efecto de los medios MS, LS, B5 libre de reguladores de crecimiento
sobre el nimero de hojas/ brote a partir de explantes de meristemos apicales de
ajo (Allium sativum L).

5.1.4. Altura de brote

La prueba de Kruskal-wallis no detectd diferencias significativas entre los

tratamientos para la variable altura de brote (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Efecto de los medios MS, LS, B5 libre de reguladores de crecimiento
sobre la altura de brote (cm) a partir de explantes de meristemos apicales de ajo
(Allium sativum L).

Medios de | Altura de

cultivo brote (cm)

MS 6.3
LS 6.9
BS 0

Estos resultados sin el uso de reguladores de crecimiento, superaron notoriamente
a los de Moroconi et al. (1990) y Rodriguez et al. (2001), quienes lograron una
altura promedio de plantas de 1,68 cm y de 2,54 cm, ambos con el uso de un
medio MS suplementado con 0.1 mg I* de AIAy 0.1 mg I KIN.

Variables cualitativas:
5.1.5. Iniciacion de brotes a partir de explantes d e meristemos apicales

La iniciacion de brotes solo ocurrié para los medios MS y LS, para los dos casos
los brotes se formaron a los 30 dias de su implantacion (Figura 9 y 10). Estos
resultados coinciden parcialmente, con los de Mujica y mogollon (2004), quienes
suplementaron los medios de cultivo con reguladores de crecimiento y obtuvieron
diferenciacion de brotes a los 30 dias de su implantacion, el mismo tiempo que los
resultados obtenidos en esta investigacion sin el uso de reguladores de
crecimiento. También superaron notoriamente a los resultados de Rodriguez et al.
(2001), quienes lograron iniciacion de brotes a los 60 dias de su implantacion.
Esta variable es de gran importancia a la hora de masificar la produccién de
semilla de ajo, ya que se espera, que se desarrolle un mayor nimero de brotes en

menor tiempo.

En el medio B5 se observé desarrollo de callo a los 30 dias de la implantacion

(Figura 11). Estos resultados son similares a los reportados por Myers y Simoén
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(1998), en donde los autores concluyeron que el medio B5 favorecié a la
formacion de callos a partir de apices meristematicos. En el presente estudio dicha
metodologia no fue empleada, ya que se pretendié ajustar un protocolo de
regeneracion de plantas y bulbos de ajo Allium sativum L in vitro mediante

organogénesis directa, reduciendo el riesgo de variacién somaclonal, favoreciendo

la uniformidad genética de los materiales (Shahidul et al., 1997).

L

al

Figura 9. Plantula de ajo (Allium Sativum L.) a los 30 dias de su implantacion
bajo condiciones in vitro con el uso de explante de meristemo apical

Figura 10. Plantula de ajo (Allium Sativum L.) a los 30 dias de su implantacion
bajo condiciones in vitro con el uso de explante de meristemo apical
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Figura 11 . Callo de ajo (Allium Sativum L.) a los 30 dias de su implantacion
bajo condiciones in vitro con el uso de explante de meristemo apical

Experimento Il : Implantacién de discos basales en medios semi-sdlidos libres de

reguladores de crecimiento.
Variables cuantitativas:
5.1.6. Porcentaje de explantes que formaron brotes

El estadistico Kruskal-Wallis detectd diferencias altamente significativas entre los
tratamientos. La formacién de brotes ocurrié solo en los medios MS y LS. El medio
LS superé a todos los tratamientos restantes con los valores mas altos de
porcentaje de regeneracion de brotes 42,5% (Cuadro 6; Figura 12), similar a lo
ocurrido con los explantes de meristemo apical. En el resto de los tratamientos
medios MS y B5, la produccion de brotes fue muy poca o no ocurrié 12,5 y 0%
respectivamente. Se observaron claras tendencias en el medio LS para la

regeneracion de brotes, independientemente del tipo de explante utilizado.
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Cuadro 6. Efecto de los medios MS, LS, B5 libre de reguladores de crecimiento
sobre la formacion de brotes a partir de explantes de discos basales de ajo (Allium
sativum L).

Medios de | Formacion de brotes
cultivo por explante (%)
MS 12,5°
LS 42.5%
B5 0P

Medias con letras desiguales en la misma columna difieren significativamente segin prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para p < 0,05
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Figura 12. Efecto de los medios MS, LS, B5 libre de reguladores de crecimiento
sobre la formacion de brotes a partir de discos basales de ajo (Allium sativum L).
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Los resultados obtenidos difieren con los sefialados por Mohamed et al. (1995),
quienes lograron un alto porcentaje de establecimiento y regeneracién de brotes
(70%), utilizando discos basales de 4mm, en un medio MS, suplementado con 0.4
mg I'* de BA. Esta diferencia podria atribuirse a dos razones: 1) El Uso de
reguladores de crecimiento en el medio, en relacion con el medio empleado en
este ensayo ausente de reguladores de crecimiento, 2) El tamafio del explante
utilizado por los autores (4mm), a diferencia del empleado en este ensayo (1mm).
En la medida que el explante sea de menor tamafio, se tiene una mayor
probabilidad de estar libre de patdégenos, pero menores probabilidades de que se
establezcan y prosperen in vitro, y viceversa (Rodriguez et al., 2001).También
difieren con los de Ayabe y Sumi (1998), quienes lograron mayores porcentajes de
regeneracion de brotes (75%), utilizando discos basales de 1mm, en un medio LS,
libre de reguladores de crecimiento. Esta diferencia podria atribuirse al efecto del
genotipo, ya que los autores emplearon un clon de ajo (Allium sativum L.) uniforme
en cuanto a sus caracteristicas comerciales, en tanto que el material empleado en

este estudio variable fenotipica y genotipicamente.

Por otra parte, es importante sefialar que en la bibliografia local consultada de ajo,
no se encontraron trabajos previos en donde se evaluaran las variables descritas
en esta investigacion para el uso de explantes de discos basales. Por lo que los
resultados obtenidos, representan un aporte interesante para el estudio de la
respuesta morfogénica y comportamiento en condiciones in vitro de explantes de
discos basales de ajo en medios de cultivos sin el uso de reguladores de

crecimiento.
Los resultados aqui obtenidos indican que la formacion de brotes en ajo (Allium

sativum L), ocurre sin la suplementacion de reguladores de crecimiento al medio

de cultivo.
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5.1.7. Namero de brotes por explante

Debido a que la formacién de brotes solo ocurrié en dos tratamientos (MS y LS),
las variables numero de brotes/explante,asi como numero de hojas por brote y

altura de planta se evaluaron Unicamente en estos tratamientos.

El estadistico Kruskal-Wallis detect6 diferencias altamente significativas entre los
tratamientos. La mejor respuesta ocurrio con el medio LS, obteniéndose tres
brotes por explante, en comparacion al medio MS donde fue de un brote por
explante, similar a lo ocurrido con el explante de meristemo apical (Cuadro 7,
Figura 13).

Cuadro 7. Efecto de los medios MS, LS, B5 libre de reguladores de crecimiento
sobre el nimero de brotes a partir de explantes de discos basales de ajo (Allium
sativum L).

Medios de | N° brotes/ explante
cultivo
MS 1°
LS 3
B5 0°

Medias con letras desiguales en la misma columna difieren significativamente segun prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para p < 0,05
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Figura 13. Efecto de los medios MS, LS, B5 libre de reguladores de crecimiento
sobre el numero de brotes por explante a partir de explantes de meristemos
apicales de ajo (Allium sativum L).

Estos resultados difieren con los de Ayabe y Sumi (1998), quienes obtuvieron una
tasa de multiplicacion de 20 a 30 brotes/ explantes a partir de discos basales de
1mm de espesor y medio LS libre de reguladores de crecimiento. Esta diferencia
podria atribuirse que los autores emplean una variedad de ajo (Allium sativum L.
cv ‘Fukuchi-howaito’) material de ajo perfectamente uniforme en cuanto a sus
caracteristicas comerciales, en tanto que el material que se emplea en nuestro
medio es sumamente variable. Estos resultados indican que la “variedad” o el

“clon” es determinante en la obtencion de mejores resultados.

En la bibliografia local consultada el uso de explantes de disco basal no ha sido
reportado en el cultivo in vitro ajo. Sin embargo, de acuerdo a los resultados
obtenidos en el presente trabajo parecieran una buena fuente de material de
propagacion, demostrandose que es posible producir una relacion de 1:3
explante/brote, en un medio sin reguladores de crecimiento. Estos son resultados

promisorios ya que se logré aumentar la tasa de multiplicacion, mediante el uso de
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un medio de cultivo econdmico, que no requiere reguladores de crecimiento, los
cuales son el constituyente mas costoso de los medios de cultivo empleados para

la produccion in vitro.

5.1.8. Numero de hojas por brote

La prueba de Kruskal-wallis no detectd diferencias significativas para la variable
namero de hojas por brote, todos los tratamientos diferenciaron dos hojas por
brote (Cuadro 7; Figura 14).Resultados similares se observaron con el explante de

meristemo apical en el medio MS

No se encontraron trabajos previos en donde fuera analizada esta variable, para

explantes de discos basales.

Cuadro 8. Efecto de los medios MS, LS, B5 libre de reguladores de crecimiento
sobre el nUmero de hojas/ brote a partir de explantes de discos basales de ajo

(Allium sativum L).

Medios de | N° hojas / brote
cultivo
MS 2
LS 2
BS 0

Medias con letras desiguales en la misma columna difieren significativamente segln prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para p < 0,05
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Figura 14. Efecto de los medios MS, LS, B5 libre de reguladores de crecimiento
sobre el nUmero de hojas/ brote a partir de explantes de discos basales de ajo
(Allium sativum L).

5.1.9. Altura de brote

El estadistico Kruskal-Wallis detecté diferencias significativas entre los
tratamientos. La mejor respuesta ocurrio con el medio LS, obteniéndose una altura
promedio de 9,4 cm en comparacion al medio MS donde fue de 6.5 (Cuadro 8;
Figura 15), similar a lo ocurrido con los explantes de meristemo apical. Con
relacibon a esta variable, no se encontraron trabajos previos en donde fuera

analizada, para el explante de disco basal.

Estos resultados nos indican que el medio LS, expresé una alta eficiencia para la
formacion, multiplicacion y establecimiento de brotes, independientemente del tipo

de explante utilizado.
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Cuadro 9. Efecto de los medios MS, LS, B5 libre de reguladores de crecimiento

sobre la altura de planta (cm) a partir de explantes de meristemos apicales de ajo

(Allium sativum L).

Medios de | Altura de brote (cm)
cultivo
MS 6.5
LS 9.4°
BS 0°

Medias con letras desiguales en la misma columna difieren significativamente por prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para p < 0,05
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Figura 15. Efecto de los medios MS, LS, B5 libre de reguladores de crecimiento
sobre la altura de brotes a partir de explantes de discos basales de ajo (Allium

sativum L).
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Variables cualitativas:
5.1.10. Iniciacion de brotes a partir de explantes  de discos basales

La iniciacién de brotes solo se evidencio en los medios MS y LS. Para el medio
LS, los brotes se formaron a los 45 dias luego de su implantacién, en comparacion
al medio MS que fue de 60 dias. (Figura 16 y 17). Estos resultados difieren con los
de Ayabe y Sumi (1998), quienes lograron mayores porcentajes de regeneracion
de brotes, en menor tiempo 30 dias, con el uso del mismo tipo de explante y
medio de cultivo utilizado en este ensayo.

También es importante sefialar que para el caso del explante de disco de tallos se
observé la presencia de raices en todos los tratamientos donde se desarrollaron

brotes, a diferencia de los explantes de meristemo apical en donde no se formaron

raices en ninguno de los medios utilizados.

Figura 16 . Plantula de ajo (Allium Sativum L.) a los 45 dias de su implantacion bajo
condiciones in vitro con el uso de explante de disco basal
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Figura 17 . Plantula de ajo (Allium Sativum L.) a los 45 dias de su implantacion
bajo condiciones in vitro con el uso de explante de disco basal.

5.2. Determinacién de los niveles 6ptimos de sacaro  sa para el desarrollo de
microbulbillos

Experimento 1ll: Induccion de bulbificacion de las plantas regeneradas en la

primera etapa.
Variables cuantitativas:
5.2.1. Porcentaje de bulbificacion

El estadistico Kruskal-Wallis detectd diferencias altamente significativas entre los
tratamientos evaluados. Es importante observar que no todos los explantes
produjeron bulbos. La mejor respuesta ocurri6 en aquellos tratamientos
suplementados con la concentracién de sacarosa 90 g I (Cuadro 10; Figura 18).
En el resto de los tratamientos dosis de 60 g I'* y 30 g I, la produccién de bulbos
fue muy poca o no ocurrié (37,5 y 0% respectivamente). Se observé que a medida
que se aumentd la concentracion de sacarosa en el medio, la induccion y
desarrollo de bulbos fue mayor.
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Cuadro 10. Efecto de tres dosis de sacarosa (30, 60 y 90 g I'*) sobre la
bulbificacion in vitro de ajo (Allium sativum L.).

Concentracion Bulbificacion
de sacarosa (g | *) (%)
30 0°
60 37,5°
90 1002

Medias con letras desiguales en la misma columna difieren significativamente segun prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para p < 0,05
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. Figura 18. Efecto de tres dosis de sacarosa (30, 60 y 90 g I'') sobre la
bulbificacion in vitro de ajo (Allium sativum L.).
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Los resultados superaron notoriamente a los de Seabrook (1994), quienes
lograron solo un 59% de bulbificacidn, utilizando un medio suplementado con 90
mg.I" de sacarosa. También con los de Nagakubo et al. (1993) y Zel et al. (1997),
quienes consiguieron valores de bulbificaciéon de 74 y 86 % respectivamente,
empleando un medio suplementado con 120 g I'* de sacarosa. Cabe destacar que
en los trabajos previamente descritos, se emplearon medios suplementados con
altas concentraciones de sacarosa y reguladores de crecimiento, los autores
concluyeron que la sacarosa es uno de los factores de mayor importancia a la

hora de la induccién de bulbos de ajo bajo condiciones in vitro.

Los resultados demuestran que es posible la induccion de bulbos a partir de brotes
de ajo, empleando medios suplementados sélo con 90 g. I'* de sacarosa sin el uso

de reguladores de crecimiento.

5.2.2. Didmetro ecuatorial de microbulbillos (mm)

El estadistico Kruskal-Wallis detectd diferencias altamente significativas para la
variable diametro ecuatorial de microbulbillos, observandose claras diferencias
entre los tratamientos. El mayor valor para esta variable ocurrio en el medio
suplementado Con 90 g I"* de sacarosa, obteniéndose un didmetro de 9,5 mm, en
comparacién con el tratamiento de 60 g I'* donde fue de 1,7mm de didmetro
(Cuadro 11; Figura 19). Las tendencias mostraron un mayor diametro ecuatorial a

medida que se aumento la dosis de sacarosa en el medio.

Estos resultados coinciden parcialmente con los reportados por Quezada et al.
(1998), quienes lograron microbulbillos con diametros que oscilaron entre 3-10 mm
de didmetro en un medio MS suplementado con reguladores de crecimiento y 50 g
I'* de sacarosa con la variedad ‘Colorado de Mendoza’. Por otra, parte superaron
notoriamente a los resultados de Mujica y Mogollén (2004), quienes lograron un
diametro ecuatorial de 7,55 mm, en un medio MS suplementado con 90 g-I* de
sacarosa. Los autores sefialaron que la sacarosa en bajas concentraciones, actla

estimulando la division y la elongacion celular.
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Cuadro 11. Efecto de tres dosis de sacarosa (30, 60 y 90 g I'*) sobre el diametro
ecuatorial de microbulbillos in vitro de ajo (Allium sativum L.).

Concentracion Diametro ecuatorial

de sacarosa (g!| *) | de microbulbillos

(mm)
30 0P
60 1,7°
90 9,52

Medias con letras desiguales en la misma columna difieren significativamente segun prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para p < 0,05
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Figura 19. Efecto de tres dosis de sacarosa (30, 60 y 90 g I'") sobre el diametro
ecuatorial de microbulbillos in vitro de ajo (Allium sativum L.).
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3.2.3. Masa Fresca de microbulbillos (g)

El estadistico Kruskal-Wallis detect6 diferencias altamente significativas entre los
tratamientos evaluados. Con la concentracion de 90 g-I* de sacarosa se
obtuvieron los mayores valores de masa fresca 0,49 g, en comparacion con el uso
de 60 g I'* donde fue de 0,13 g (Cuadro 12; Figura 20). Asi mismo, tanto la masa
fresca como el diametro ecuatorial aumentaron significativamente al aumentar las

dosis de sacarosa.

De la misma forma estos resultados coinciden parcialmente con los de Quezada et
al. (1998), quienes lograron con la variedad ‘Colorado de Mendoza’ microbulbillos
con pesos que oscilaron entre 0.025-0.555 g en un medio MS suplementado con
reguladores de crecimiento y 50 g-I* de sacarosa. Superaron los resultados de
Mujica y Mogollon (2004), quienes lograron un peso de 0,29 g, en un medio MS
suplementado con 90 g-I'* de sacarosa y los de Martinez et al. (2010), quienes
reportaron pesos de 0,35 para el clon ‘Criollo’. Los autores concluyeron que en
condiciones in vitro el desarrollo del bulbillo dependié principalmente de la

concentracion de sacarosa adicionada al medio.

Los resultados observados para las variables previamente descritas plantean que
la microbulbificacion del ajo (Allium Sativum L.), fue significativamente afectada
por la concentracién de sacarosa en el medio, la cual aumentd con el incremento
en la concentracién de 30 a 90 g I'.Esta respuesta puede deberse al efecto
inductor de este carbohidrato a bajas concentraciones, lo que resulta en un
potencial menos negativo en el medio, estimulando la division y la elongacion
celular. Otra posible explicacion, es el hecho de que la sacarosa es hidrolizada
extra celularmente a glucosa y fructosa, debido a la enzima acido invertasa
asociada con la pared celular, la cual puede ser secretada por el tejido de los

microbulbos hacia el medio de cultivo (Mujica y Mogollon, 2004).
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Cuadro 12. Efecto de tres dosis de sacarosa (30, 60 y 90 g I'') sobre la masa

fresca de microbulbillos in vitro de ajo (Allium sativum L.).

Concentraciéon

de sacarosa (g| ™)

Masa Fresca

de microbulbillos

)
30 0P
60 0,13°
90 0,492

Medias con letras desiguales en la misma columna difieren significativamente segun prueba no parameétrica de Kruskal-Wallis para p < 0,05

Masa frecsa (g)

o o o o o
O =2 N W A~ O

b

d
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Concentracion de sacarosa (g I')

Figura 20. Efecto de tres dosis de sacarosa (30, 60y 90 g I'") sobre el didmetro
ecuatorial de microbulbillos in vitro de ajo (Allium sativum L.).
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Variables cualitativas:

5.2.4. Iniciacién de bulbos

La iniciacion de bulbos solo se evidencio en los tratamiento suplementados con 60
y 90 g I'* de sacarosa en el medio de cultivo. Para ambos tratamientos la induccién
de bulbos ocurrié a los 60 dias luego de su implantacion. (Figura 21, 22 y 23).
Estos resultados concuerdan con los de Ayabe y Sumi (1998), Mujica y Mogollon
(2004) y Martinez et al., (2010) quienes reportaron tiempo similar para la
induccion de los mismos.

Figura 21. Proceso de induccion y formacion de bulbos de ajo Allium Sativum bajo
condiciones in vitro. (a y c) 15 dias ddi en medio de cultivo LS suplementado con 90 g I™*
de sacarosa. ( b y d) formacion de bulbos en cada brote luego de 30 ddi.
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Figura 22. (a, b, c, d) Microbulbillos de ajo (Allium Sativum L.) a los 30 dias de su
implantacién bajo condiciones in vitro en medio LS suplementado con 90 g I'* de sacarosa.

Figura 23. ( a, b) Microbulbillos de ajo (Allium Sativum L.) a los 60 dias de su implantacién
bajo condiciones in vitro en medio LS suplementado con 90 g. I"* de sacarosa.
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5.3. Aclimatizacion de los microbulbillos bajo cond iciones de invernadero.
Variables cuantitativas:
5.3.1. Porcentaje de microbulbillos aclimatizados

El estadistico Kruskal-Wallis detectd diferencias significativas entre los
tratamientos. La aclimatizacion solo ocurri6 en aquellos microbulbillos
provenientes de medios de cultivo con una concentracién 90 g I de sacarosa.
Este tratamiento presento un porcentajes 100% de bulbos que superaron el paso
de condiciones in vitro a ex vitro de manera satisfactoria (Cuadro 13).Esta
respuesta puede atribuirse a que al momento de la aclimatizacion los
microbulbillos mostraron el mayor didmetro ecuatorial y masa fresca a diferencia
de aquellos prevenientes de la concentracién 60 g-I* de sacarosa en el medio,

donde no ocurrié aclimatizaciéon

Los resultados indican que a mayor desarrollo del bulbo en condiciones in vitro
mayor es la probabilidad que se establezca y desarrolle en condiciones de
invernadero. En relacion a esto Moriconi (1997), sefialo que a mayor tamafo del
microbulbillo en condiciones in vitro, mayor sera la sobrevivencia del material,
mayor altura de planta y por consiguiente mayor tamafio del bulbo formado al final
de la cosecha. El autor concluye que bulbillos mayores de 4 mm tienen mayor
posibilidad de sembrarse, desarrollarse y formar bulbos semillas al final de la

cosecha en invernadero.

Estos resultados coinciden parcialmente con los de Torres et al. (2005), quienes
lograron niveles de aclimatizacion entre 73.4 y 100%, utilizando como sustrato la

materia organica.
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Cuadro 13. Efecto de la aclimatizacién de microbulbillos de ajo (Allium sativum L.)
bajo condiciones de invernadero con el uso del sustrato Sunshine.

Concentracion Aclimatizacion

de sacarosa de microbulbillos

@) (%)
60 0
90 100

Figura 24. (a) Microbulbillos de ajo (Allium Sativum L.) a los 60 dias de su
implantacién bajo condiciones in vitro. (b) Planta de ajo (Allium Sativum L.) a los
10 dias de siembra en sustrato bajo condiciones de invernadero
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Figura 25. (a) Plantas de ajo (Allium Sativum L.) luego de 15 dds bajo condiciones
de invernadero. (b) Planta ajo (Allium Sativum L.) luego de 25 dds bajo
condiciones de invernadero.
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Figura 26. Esquema de la metodologia desarrollado para la obtencion masiva de
semilla de ajo (Allium sativum L) libre de enfermedades, mediante el cultivo in vitro

con el uso de explante de disco basal y medio de cultivo LS.
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VII. CONCLUSIONES

En la presente investigacion se evidencio la posibilidad del uso de un medio
de cultivo favorable y econdmico para la regeneracion de plantulas de ajo

sin el uso de reguladores de crecimiento.

Representa el primer reporte de induccién y desarrollo de brotes de ajo
(Allium sativum L.) a partir de explantes de meristemos apicales y discos

basales con el uso de medios de cultivo libre de reguladores de crecimiento

En la presente investigacion se demostré la importancia de los discos
basales como explantes potentes y altamente morfogénicos comparado con
los explantes de meristemos apicales en la micropropagacion de ajo (Allium

sativum L.).

Los explantes de discos basales mostraron mejor respuesta en relacion
emision de un mayor numero y altura de brotes que el explante de

meristemo apical.

Bajo condiciones in vitro, el mejor medio de cultivo para la induccion de
brotes en ajo (Allium sativum L.) es el LS sin reguladores de crecimiento,

independientemente del explante utilizado.

Bajo condiciones in vitro, el medio de cultivo para la induccién de callos ajo
(Allium sativum L.) es el B5 sin reguladores de crecimiento, para el explante

de meristemo apical.

Sé logr6 un aumento de la tasa de multiplicacion, de 1:1 a 1:3
brotes/explante mediante el uso de un medio de cultivo sin reguladores de
crecimiento.
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La mayor induccion de microbulbillos en condiciones in vitro ocurrié en los
brotes de ajo (Allium sativum L.) cuando el medio de cultivo fue
suplementado con 90 g-L* de sacarosa sin el uso de reguladores de
crecimiento.

Los microbulbillos desarrollados en el medio suplementado con 90 g-L™* de
sacarosa sin el uso de reguladores de crecimiento, mostraron los valores
mas alto de diametro ecuatorial y masa fresca.

El mayor porcentaje de aclimatizacion bajo condiciones de invernadero
ocurrio en aquellos microbulbillos que mostraron el mayor diametro
ecuatorial y masa fresca.

El uso del cultivo de tejidos, permitid plantear una metodologia promisoria,
para la propagacién masiva de semilla de ajo libre de enfermedades, en

medios de cultivos econdmicos.
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VII. RECOMENDACIONES

» Evaluar molecularmente la uniformidad genética de los clones propagados

in vitro, para obtener mayor informacion genética del cultivo.
» Evaluar morfolégicamente en campo los clones propagados in vitro

» Evaluar la metodologia planteada empleando clones de ajo uniformes en

cuanto a caracteristicas comerciales y de calidad del cultivo.
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