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Produccion in vitro de micro bulbos de ajo (Allium sativum)
Isanna Michel Victoriano Ynfante

Resumen. El cultivo de ajo (Allium sativum) presenta un grave problema por el complejo
viral natural que afecta el cultivo y su diseminacion por la propagacién mediante bulbillos.
El objetivo del estudio fue la produccion in vitro de micro bulbos de ajo. En el
establecimiento se utilizaron domos meristematicos apicales con dos primordios foliares en
medio Murashige y Skoog modificado suplementado con reguladores de crecimiento. Se
evaluaron los tratamientos 0.6AIB (0.6 mg/L de AIB), 0.2ANA+2.3BAP (0.2 mg/L de
ANA + 2.3 mg/L de BAP), y Sin reguladores (sin reguladores). Los explantes establecidos
pasaron a la etapa de multiplicacion, se les elimind las hojas y raices, dejando un éapice
caulinar de 2 cm. En la multiplicacion: se evaluaron cinco tratamientos,
2ip+80SA+0.5ANA (2 mg/L de 2iP, 80 mg/L de sulfato de adenina + 0.5 mg/L de ANA),
2iP+0.5ANA (2 mg/L de 2iP + 0.5 mg/L de ANA), 5iP+0.1ANA (5 mg/L 2iP + 0.1 mg/L
ANA), 0.1ANA+2BAP (0.1 mg/L ANA + 2 mg/L BAP) y 0.5iP+0.25ANA (0.5 mg/L 2iP
+0.25 mg/L ANA). Los resultados en el establecimiento demostraron que el mejor medio
fue 0.6AIB con una altura de 9.86 cm, presencia de raices en el 100% de las plantas y 78%
de sobrevivencia. En la etapa de multiplicacion, el medio 0.5iP+0.25ANA dio los mejores
resultados de peso 0.35 g y diametro 5.92 mm en promedio por micro bulbos.

Palabras clave: Auxinas, citoquininas, establecimiento, explante, multiplicacion.

Summary. Garlic production (Allium sativum) presents a serious problem due to the natural
complex that affects the crop which is usually spread by bulbils. The aim of the study is the
in vitro production of garlic micro bulbs. Apical meristem domes with two leaf primordia
domes were used for establishment using a modified Murashige and Skoog media. Three
treatments were evaluated during establishment: 0.6AIB treatments (0.6 mg / L AIB),
0.2ANA+2.3BAP (0.2 mg/ L NAA + 2.3 mg / L BAP), without growth regulator. Leaves
and roots were removed from the established explants, leaving a 2 cm shoot apex. In the
multiplication stage five treatments were evaluated: 2iP+80SA+0.5ANA(2 mg / L 2iP, 80
mg / L adenine sulfate and 0.5 mg / L NAA), 2iP+0.5ANA(2 mg /L 2iP and 0.5 mg /L
ANA), 5iP+0.1ANA (5 mg /L 2iP + 0.1 mg/ L ANA), 0.L1ANA+2BAP (0.1 mg/ L ANA
+2mg/ L BAP) and 0.5iP+0.25ANA (0.5 mg/ L 2iP + 0.25 mg / L ANA). The results in
the establishment showed that the best treatment was 0.6AIB with a height of 9.86 cm,
presence of roots in 100% of plants and 78% survival. In the multiplication stage, the
treatment that gave the best results was 0.5iP+0.25ANA with a weight and diameter of 0.35
g 5.92 mm on average per micro bulb.

Keywords: Auxins, cytokinins, establishment, explant, multiplication.
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1. INTRODUCCION

La produccion mundial de ajo en los dltimos afios ha tenido una tendencia al alza,
alcanzando en el 2013 una superficie de casi 1.5 millones de hectareas cosechadas y una
produccion de 24.3 millones de toneladas (Flafio 2015). Esta creciente produccion es por el
aumento en su uso en la preparacion de platillos, principalmente en la cocina mediterranea,
en los Ultimos afios en la cocina Mexicana, Centroamericana y Sudamericana; y al aumento
en el poder adquisitivo de la India y China (Charles 2013).

En la produccion de ajo se considera que uno de los insumos con mas alto costo es la semilla
que representa el 60% de los costos de produccién, de ahi que los productores conserven
las semillas de mas alta calidad para la proxima siembra. La semilla en cualquier cultivo
determina la calidad final del producto y si no se siembra semilla calidad, esto podria poner
en riesgo toda la inversion subsiguiente (Teran 1990).

Uno de los mayores problemas al realizar una seleccién de semillas de cosechas anteriores
es la alta incidencia de virus en este cultivo. Las infecciones virales en este cultivo
ocasionan grandes pérdidas a cosecha. Las infecciones que se presentan pueden ser
causadas por virus de los géneros Potyvirus, Carlavirus y Tospovirus. Por el tipo de
propagacion asexual del ajo, se han identificado complejos naturales de virus existentes los
cuales se van multiplicando a medida que incrementa el uso de la semilla obtenidas de la
cosecha anterior (Moreno et al. 2013).

El virus del enanismo amarillo de la cebolla (OYDV) perteneciente al género Potyvirus es
el patdgeno de mayor incidencia en el género de las Allium en el mundo. En el cultivo de
ajo la trasmision de este virus se da principalmente por la semilla es uno de los mas dafiinos
y temidos debido a que afecta el rendimiento y calidad de los bulbos reduciendo el peso y
desarrollo de los dientes (Ramirez-Malagon et al. 2006).

La incidencia de Potyvirus es alta en la mayoria de cultivares de ajo. Las técnicas empleadas
para la disminucion o eliminacion de este van desde termoterapia, quimioterapia y cultivo
de tejidos; dando los mejores resultados este ultimo con una eliminacion de un 64% en la
variedad de ajo Taiwan (Moreno et al. 2013).

Una alternativa para eliminar o disminuir la incidencia de virus es la utilizacion de plantas
madres que estén libres de patdgenos, esto se puede hacer por una seleccion estricta de las
semillas obtenidas en la cosecha o mediante plantulas derivadas del cultivo de tejidos. Para
asegurar que el material a utilizar esta libre de virus, se deben realizar analisis de laboratorio
ya que muchos patdgenos son asintomaticos (FAO 2013).



Una de las técnicas mas empleadas para la produccion de plantas élites libre de patdégenos
es el cultivo de tejidos utilizando explantes meristeméticos. A menudo las plantas de ajo
conocidas como libres de virus son obtenidas con esta técnica (Giménez et al. 2016).

Los objetivos del estudio fueron:
e Evaluar tres medios de cultivo para el establecimiento de domos meristeméticos de ajo.
e Evaluar cinco medios en la fase de formacion de micro bulbos.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion. El estudio se realizé en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales, del
Departamento de Ciencia y Produccion Agropecuaria de la Escuela Agricola Panamericana,
Zamorano, Honduras.

Material vegetal. El material vegetal fue extraido de bulbos de ajo, los que se separaron en
bulbillos obteniendo en promedio 10 bulbillos por cada bulbo, a los cuales se les elimind la
envoltura protectora de los dientes dejando el apice caulinar completo (Figura 1). Luego
se extrajo el domo meristematico con dos primordios foliares de 2 mm aproximadamente.

Figura 1. Apice caulinar de ajo [« 1 cm]

Desinfeccion del material vegetal. La desinfeccion del explante, consistié en un lavado
con etanol al 70% por 30 segundos seguido por una inmersion en cloro comercial al 20%
(NaOCI 4.72% de ingrediente activo) se agregd dos gotas de Tween80 por cada 100 ml de
la solucion desinfectante. Los bulbillos se sumergieron en la solucion y se colocaron en la
camara de flujo laminar. Al cabo de 12 minutos se decant6 la solucion.



Extraccion del domo meristematico. El explante utilizado fue el domo meristemo con dos
primordios foliares de 2 mm de longitud aproximadamente. La extraccion del explante se
realizd con un bisturi No.21 dentro de la camara de flujo laminar y usando el estereoscopio
para una mejor observacion. Con el bisturi se retiraron los primordios foliares dejando dos
como proteccion del domo meristematicos.

Figura 2. Apice caulinar de ajo. A) Apice caulinar B) Corte transversal del apice caulinar
con sus hojas envolventes en el centro el domo meristematico con primordios foliares
sefialado con una flecha.

Medio de cultivo para de establecimiento. Se usé el medio basal de Murashige y Skoog
(MS) modificado (Cuadro 1), suplementado con reguladores de crecimiento segin el
tratamiento.



Cuadro 1. Medio de cultivo de Murashige y Skoog (MS) modificado para el establecimiento
in vitro de meristemos de ajo.

Componentes Férmula Nombre Comun mg L?

Macro- elementos CaCl,.2H,0 Cloruro de calcio bihidratado 440.000

KH,PO, Fosfato monobaésico de potasio 170.000

KNO3 Nitrato de potasio 1,900.000

NH;NO3 Nitrato de amonio 1,650.000

Micro- elementos  H;BO; Acido bérico 6.200

CuS0,.5H,0 Sulfato de cobre pentahidratado 0.025

Kl Yoduro de potasio 0.830

MNSO.4H,0  oultelo de manganeso 22.300

Na,Mo00,.2H,O Molibdato de sodio bihidratado 0.250

ZnS0,.7H,0 Sulfato de zinc heptahidratado 8.600

Hierro FeNa EDTA Sal férrica sodica de &cido 50.000
Etilendiaminotetraacético

Vitaminas Myo-inositol 100.000

Tiamina 0.400

Piridoxina 0.500

Acido Nicotinico 0.500

Carbohidrato Sacarosa 30,000.000

Fuente: (Kyte 1987).



Tratamientos en la etapa de establecimiento. Para la fase de establecimiento se evaluaron
tres tratamientos basados en el medio MS modificado y suplementados con reguladores de
crecimiento siguiendo las recomendaciones de Carhuaricra et al. (2012), Ayabe y Sumi
(1998) y Muhammad et al. (1997) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Reguladores de crecimiento suplementandos al medio MS para el
establecimiento in vitro de ajo.

Tratamientos Reguladores de crecimiento (mg/L)  Autores

0.6AIB 0.6 de AIB Carhuaricra et al. (2012)
Sin reguladores  Sin regulador Ayabe y Sumi (1998)
0.2ANA+2.3BAP 0.2 de ANA + 2.3 de BAP Muhammad et al. (1997)

Variables evaluadas. Al dia 35 se evaluo, la presencia de raices, altura de la planta, medida
desde la raiz méas desarrollada hasta el apice de la planta y sobrevivencia. La sobrevivencia
se estimo en porcentaje a partir de la cantidad de plantas que no presentaron desarrollo entre
la cantidad total de plantas que se desarrollaron.

Disefio experimental y andlisis estadistico. Se utilizé un disefio completamente al azar
con tres tratamientos y 50 repeticiones, cada repeticion representd una unidad
observacional. Se realiz6 un anélisis de varianza y una separacion de medias con el método
de Duncan, con un nivel de significancia de P<0.05. Los datos fueron analizados con el
programa “Statistical Analysis System” (SAS version 9.1®).

Fase de desarrollo de micro bulbos. Después de seis semanas en el cuarto de crecimiento
se extrajeron las vitro plantas resultado de la fase de establecimiento, se eliminaron raices
y hojas més externas dejando un éapice caulinar de 2 cm. Los apices caulinares fueron
establecidos en cinco medios para el desarrollo del micro bulbo y se observaron durante
42 dias.

Tratamientos en la etapa de fase de desarrollo de micro bulbos. En el experimento de
desarrollo de micro bulbos se modificé el medio basal MS (Cuadro 1) suplementandolo con
reguladores de crecimiento siguiendo las recomendaciones de Alvarado et al. (2001),
Mujica et al. (2008), Lapitan et al. (1992), Seabrook (1993), Roksana et al. (2001) (Cuadro
3).



Cuadro 3. Reguladores de crecimiento suplementandos al medio de cultivo MS para el
desarrollo in vitro de micro bulbos de ajo.

Tratamientos Reguladores de crecimiento (mg/L) Autores

2iP+80SA+0.5ANA 2 de 2iP + 80 de SA + 0.5 de ANA Alvarado et al. (2001)

2iP+0.5ANA 2 de 2iP + 0.5 de ANA Mujica et al. (2008)
5iP+0.1ANA 5de 2iP + 0.1 de ANA Lapitan et al. (1992)
2BAP+0.1ANA 2 de BAP + 0.1 de ANA Seabrook (1993)
0.5iP+0.25ANA 0.5 de 2iP + 0.25 de ANA Roksana et al. (2001)

Variables evaluadas. Al dia 42 se midio, el didmetro del micro bulbo con un pie de rey
digital y el peso del micro bulbo con una balanza analitica.

Disefio experimental y analisis estadistico. Se utiliz6 un disefio completamente al azar
con cinco tratamientos y 30 repeticiones, cada repeticion representando una unidad
observacional. Se realizé un analisis de varianza y una separacion de medias con el método
de Duncan, con un nivel de significancia de P<0.05. Los datos fueron analizados con el
programa “Statistical Analysis System” (SAS version 9.1®).



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Establecimiento. El crecimiento de los domos meristematicos se observé a partir del dia
dos después del establecimiento. En las variables altura de la planta y sobrevivencia, el
tratamiento 0.6AIB dio los mejores resultados con 9.86 cm, 78% de sobrevivencia y el
100% de los explantes presentaron raices (Cuadro 4). Este tratamiento fue el que presentd
mejores resultados respecto a altura, esto debido probablemente a que mientras haya mayor
relacion auxinas-citoquininas habra mayor estimulo al crecimiento de los tallos (Jordan y
Casaretto 2006).

Cuadro 4. Altura, presencia de raices y sobrevivencia de los domos meristematicos del ajo
en respuesta a los medios MS modificados para el establecimiento in vitro.

Tratamiento N Altura (cm) Explantes con raices (%) Sobrevivencia (%)
0.6AIB 50 9.8647 a 100a* 78 a
Sin reguladores 50 7.4659 b 79b 65 b
0.2ANA+2.3BAP 50 4.3882 c 55 ¢ 54c

¥ Los promedios seguidos con la misma letra en la columna no son significativamente
diferentes (P> 0.05).

Los domos meristematicos establecidos en el tratamiento Sin reguladores desarrollaron a
pesar de que este medio no contenia reguladores de crecimiento, esto se puede atribuir a lo
mencionado por Cardenas (1995) de que las plantas son capaces de producir auxinas a
partir de domos meristematicos y después del desarrollo de las raices estas son capaces de
producir citoquininas, siendo estas hormonas las esenciales en las primeras etapas de
desarrollo de las plantas. La cantidad de auxinas endégenas en los domos meristematicos
es alta por lo que no es necesario adicionarles al medio de cultivo (Carhuaricra et al. 2012).

Los domos meristematicos establecidos en el tratamiento 0.2ANA+2.3BAP presentaron los
peores resultados en cuanto a altura de la planta, esto se atribuye a la relacion existente entre
citoquininas y auxinas, teniendo en este tratamiento alta concentracion de citoquininas en
relacion a las auxinas. Segun Villanueva et al. (2013) El uso de BAP a una concentracion
mayor 1 mg/L podria estar relacionado con la disminucion de la diferenciacion celular y la
induccidn a callogénesis, esto explica que el 48% del total de los explantes establecidos en
este tratamiento presenten callos.



Figura 3. Presencia de callos en el tratamiento 0.2ANA+2.3BAP a los 35 dias de

establecidos.

Formacion de micro bulbos. El tratamiento 0.5iP+0.25ANA presentdé los mejores
resultados de peso y diametro del micro bulbo 1.18 g y 10.52 mm (Cuadro 5). El tratamiento
2iP+80SA+0.5ANA present6 peso y diametro promedio de 0.35 g y 5.92 mm siendo este
el segundo mejor resultado, estos pudieran estan influenciados por el sulfato de adenina,
que en forma individual o combinada con citoquininas y auxinas estimula la produccion de
raices. Roca y Mroginski (1991) observaron formacion de micro bulbos en el 100% de las
vitro plantas con sulfato de adenina en combinacion con 2iP.

Cuadro 5. Peso y diametro de micro bulbos de ajo in vitro como respuesta a los medios MS
modificados.

Tratamiento N Peso (g) Didmetro (mm)
2iP+80SA+0.5ANA 30 0.359 b* 5.925 b
2iP+0.5ANA 30 0.216 bc 4.508 c
5iP+0.1ANA 30 0.300 bc 5.338b
2BAP+0.1ANA 30 0.158 ¢ 3.745d
0.5iP+0.25ANA 30 1.180 a 10.524 a

¥ Los promedios seguidos con la misma letra en la columna no son significativamente
diferentes (P> 0.05).



Los 4pices establecidos en los tratamientos 2iP+80SA+0.5ANA, 2iP+0.5ANA,
5iP+0.1ANA vy 0.5iP+0.25ANA presentaron los mejores resultados de diametro y peso de
los micro bulbos comparados con el tratamiento que no se suplement6 con 2iP. Estos
resultados coinciden con los de Carhuaricra et al. (2012) y Mujica et al. (2008) quienes
tuvieron los mejores pesos y diametros con el regulador 2iP. El regulador 2iP tiene un
efecto estimulador en la formacion de drganos de almacenaje (Mujica et al. 2008).

En el tratamiento 2BAP+0.1ANA los resultados fueron iguales a los de Mujica et al. (2008).
Los medios suplementados con BAP dieron los peores resultados en el desarrollo de micro
bulbos.

Figura 4. Micro bulbos formados en el tratamiento 0.5iP+0.25ANA. A) Vitro plantulas de
ajo. B) Callo y mal formacién en micro bulbo de ajo.
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4. CONCLUSIONES

Para el establecimiento de ajo el mejor medio es el de Carhuaricra et al. (2012)
suplementado con 0.6 mg/L de AIB.

El mejor medio para la fase de formacion de micro bulbos es el de Roksana et al.
(2001) suplementado con 0.5 mg/l 2 iP + 0.25 mg/L ANA.
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o. RECOMENDACIONES

Evaluar el medio 0.5iP+0.25ANA hasta finalizar la micro propagacion, para
corroborar si llega al peso de 4 g por bulbillo de ajo, que es a partir de este peso
donde se ha registrado la mejor calidad de las semillas.

Evaluar mediante un diagnostico patologico, si se logro regenerar plantas libres de
virus.
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