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RESUMEN

Con el proposito de determinar el medio de cultivo y la concentracion de reguladores de
crecimiento Optimos que proporcionen la médxima tasa de crecimienio del cultivo in vitro en tres
variedadces de "ajo” (Allium sativum 1..) Cadereyta, Celaya y Taiwan se probaron los medios de
cultivo de Murashige-Skoog (MS)(1962) y Gamborg, Miller y Ojima (BS)(1968); adicionados
con vitaminas, sacarosa y as combinaciones de tres niveles de Auxina (1AA) 0.0. 0.01 y 0.03
mg/l y tres niveles de Cinetina (K) 0.0, 0.1 y 1.0 mg/l en cada uno de ellos. Se disefio un
arreglo factorial de 18 tratamientos y 12 repeticiones para cada variedad, con un total de 648
unidades experimentales. El inoculo consistid del disco basai, region meristematica y dos
primordios foliares. Las variables evaluadas por Andlisis de Varianza después de 8 semanas de
realizado el cultivo in vitro fueron: Longitud Imcial de Brote, Longitud Final de Brote,
Diferencia entre Longitud Final menos Longitud Inicial de Brote, Nimero de Hojas y Peso
Fresco. Y las variables Presencia o Ausencia de Raiz y Presencia o Ausencia de Bulbo a 8 y 20
semanas del cultivo iz vitro por las pruebas no paramétricas X* (Tabla de Contingencia) y
Correlaciéon (Pearson R) con significancia p<0.05. Para la Longitud Final de Brote y la
Diferencia entre Longitud Final menos Longitud Inicial de Brote, el ANOVA mostrd diferencia
significativa (p < 0.03) en los tratamientos 7 { 0.03 mg/l de IAA y sin K), 9(0.03 mg/l de IAA
y 1.0 mg/l de K) y 17 (0.03 mg/l de IAA y 0.1 mg/l de K). Para el Nimero de Hojas en los
tratamientos 7 y 17; y para Peso Fresco en el 7 y 9. También existe diferencia significativa en
la variedad Taiwan con respecto a la variable Peso Fresco. Las pruebas no paramétricas
muestran que hay Dependencia y Asosiacién significativa para la variable Presencia de Raiz a
8 y 20 semanas del cultivo; y Presencia de Bulbo a 20 semanas con respecto 2 los tratamientos.
Se concluye que los tratamientos 7 (0.03 mg/l de IAA y sin K) y 9 (0.03 mg/l de IAA y 1.0
mg/l de K) del medio de cultivo MS y el tratamiento 17 (0.03 mg/l de IAA y 0.1 mg/l de K)

del BS son los dptimos para las variables mencionadas.



INTRODUCCION

El ajo constituye un cultivo de importancia econdmica ya que es ampliamente utilizado
como condimento y por sus propiedades medicinales.

Se caracteriza por presentar exclusiva propagacion agamica por carecer de semilla
botdnica; para su produccion se utilizan los bulbos (Conci er al., 1986; Bustamante y Mufioz,
1993: Nagakubo, enal., 1993).

En México. la zona del Bajio es una de las principales productoras debido a las
condiciones climaticas prevalecientes. Ademas, se cultiva exitosamente en los estados de
Aguascalientes, Sonora, Baja California y Nuevo Ledn (Garcia, 1983).

La produccion de ajo en el estado de Nuevo Ledn, constituye una actividad agricola de
acentuado interés econdmico, por lo que es importante obtener altos rendimientos y buibos de
buena calidad, determinada ésta en gran medida por el tamaiio y el nimero de dientes por bulbo,
caracteristicas que adquieren importancia en el mercado de exportacion, al exigirse ajo de bulbo
grande con nimero reducido de dientes (Heredia e al., 1987). Los principales municipios que
siembran ajo son Cadereyta, Ailende, Montemorelos y General Teran (zona centro del estado).
Entre las principales limitantes de este cultivo cabe destacar la falta de produccion de "semilla”
certificada, altos costos de produccidn por la adquisicion y manejo del bulbo-semiila (Lopez,
1992), ya que es afectado por la presencia de virus y nematodos (Wageman, 1991), los cuales,
con las practicas tradicionales son dificiles de erradicar.

Las diversas técnicas de Biotecnologia Vegeta!l pueden complementarse adecuadamente
para obiener plantas sanas y realizar su micropropagacién, la cual consiste en el desarrollo de
nuevas plantas en un medio artificial en condiciones asépticas a partir de porciones muy
pequenias de plantas tales como embriones, tallos. meristemos, cé€lulas individuaies, eic.
(Hartman y Kester 1987).

Se han efectuado investigaciones tendientes a la obtencion de plantas sanas de Allium
sativum L. y su imicropropagacidn via organogénesis. proliferacion de yemas adventicias e

induccion de embriogénesis somatica.



El cuitivo in vitro de Brote Apical se utiliza como una herramienta de gran ayuda en la
micropropagacion vegetativa, la cual permite la multpiicacion acelerada d2l material y su
intercambio, sin [a necesidad de controles sanitarios para prevenir introduccion de plagas y
enfermedades. asi como para la limpieza de patogenos. especialmente de virus y micoplasmas,
en plantas de interés y muy aplicadas en aquellas cuyos bulbos, cormos, raices y tubérculos son
comestibles y su multiplicacién es exclusivamente vegetativa.

La falia de e‘smdios sobre cultivo in vitre de brotes apicales de ajo de las variedades
usadas en el Estado de Nuevo Ledn y la importancia econémica que este cultivo representa, hace
necesario investigaciones tendienies a establecer las bases técnicas y cientificas para su
propagacion masiva in vitro, asi como definir las metodologias y los mecanismos para su

aplicacién que permitan en un futuro la obiencién de plantas libres de nemétodos.



OBJETIVOS

Para el desarrollo del presente trabajo se plantearon los objetivos siguientes:

1.- Establecimiento aséptico del cultivo in vitro.

2.-  Determmar el medio de culiivo adecuado para la proliferacion de brote.

3.- Determinar la combinacién éptima de reguladores de crecimiento que promuevan

la mdxima tasa de crecimiento del cultivo in vitro.



LITERATURA REVISADA

IMPORTANCIA MEDICINAL

Desde hace muchos afios el hombre ha empleado el ajo para tratar una gran diversidad
de enfermedades. desde e! reumatismo y la gota, hasta afecciones gastruintestinales, las
parasitosis, las picaduras de animales ponzofiosos y las afecciones de la piel. Martinez (1954),
menciona que es usadotoralmente como antidisentérico, antipirético. para la arterioesclerosis,
estimulante. hipotensor. antipalidico y broncodilatador. Por su parte. Cabrera (1952). lo
recomienda ademas como antiséptico intestinal v catartico. Asi mismo, la Sociedad Farmacettica
de México (1952), o cita como antitusigeno y eupéptico. Otros usos son los de normalizar el
funcionamiento del higado, rifiones y vesicula biliar, segin Garcia (1974). Gonzilez y Gonzilez
(1979), indican su uso contra las reumas y dolores ciaticos y externamente para reblandecer
callosidades. Asi mismo, Luna (1987), menciona al ajo como estimulante, diurético, contra
fiebres malignas, el colera, difteria y como excelente remedio contra la hidrofobia. Al exterior
sirve contra la tifia y la sarna.

Recientemente se ha utilizado el extracto concentrado fresco de ajo (ECFA), en pruebas
de inhibicién det crecimiento in vitro contra diferentes especies de hongos como: Candida
albicans, Microsporum canis, Trichophyton rubrum, Epidermophyton flocossum, causantes de

infecciones muy severas; y éstos han resultado susceptibles al extracto (Acosta ef al., 1993).

CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

El cultivo de tejidos vegetales es una de las técnicas asociadas con la Biotecnologia
(Armstrong. 1985; Hussey, 1983). La capacidad de regeneracion de [as plantas distingue al
cultivo de tejidos vegetales de los cultivos de tejidos animales. Este atributo es también la base
de sus aplicaciones en la agricultura, las cuales actualmente incluyen una rédpida propagacion
clonal, avance en el mejoramiento de plantas v eliminacidn de patdgenos (Murashige. 1974 y
1984: Kartha.1981).

Las recnicas de cultivo in vitro han sido aplicadas en varias especies del género Allium,

como es el caso de la especie sarivurn la cual se propaga vegetativamente ya que carece de



semilla botanica. Esto trae como consecuencia serios problemas de enfermedades sistémicas, asi
como también la presencia del nematodo Dirvlenchus dipsaci (Kuhin), el cual provoca
importantes pérdidas en 2l rendimiento (Havraneck, citado por Conci ez al., 1986), dado que es
uno de los nematodos mas destructivos de plantas (Wageman, 1991), tales como: cebolla,
~2r2is0, jacinto, tulipdn, avena, centeno, trébol rojo y fresa.

D. dipsaci es un parésito interno de bulbos, tallos y hojas y pasa de generacion en
generacion a través dg estos tejidos, escapando al suelo s6lo cuando las condiciones de vida en
ios wejidos de la planta, resulten desfavorables (Agrios, 1988).

Shain y Kanenko (1986), han logrado obtener desde cultivo de cailo hasta regeneracién
completa de plantas del género Allium. Entre los diversos tipos de explanie que han sido
utilizados para el establecimiento de este cultivo se puede mencionar hoja (Flick er al., 1983;
Lépez, 1992); meristemo (Debergh y Maene, citados por Tisserat, 1985) y (Conci et al., 1986),
asi como bréacteas, brotes apicales (Lassocinski et al., 1985), y receptaculo floral (Rauber y
Grunewaldt, 1988). Phillips y Hubstenberg (1987), realizaron micropropagacion y regeneracion
in vitro a partir de callo de las mas importantes especies de Ailium.

Por su parte Phillips y Luteyn (1983), mediante el cultivo de callo en Allium spp.,
exploraron ia posibilidad de usar la variacion somaclonal en programas de mejoramiento, debido
a su capacidad de regenerar plantas enteras a partir de cultivo de tejidos. Lo anterior es factible
puesto que Shahin y Kanenko (1986), con especies del género Allium a partir de cultivo de callo,
indujeron la formacién de embriones y posteriormente obtuvieron regeneraciéon de planta
completa, cultivaron miles de plantas para su madurez, se autopolinizaron y las semillas
resulta'mes se sembraron en campo para su evaluacion posterior.

Asi mismo, Van der Valk er al., (1992), indujeron a partir de callo (derivado de embrién
cigdtico), la formacién de embriones somaticos y estimularon Ia formacidn de vistagos de 12
variedades de 3 especies del género Allium. Por su parte Rauber y Grunewaldt {1988), utilizaron
diversos tipos de explante (hoja y receptaculo floral), encontrando que la habilidad para

regeneracion de brote esta controlada fuertemente por el genotipo.



CULTIVO DE BROTE APICAL.

El cultivo de brote apical ha sido el méiodo empleado mas ampliamente ya que es
excelente para liberar al material vegetal de patogenos sistémicos y la conservacion de diferentes
tpos clonales de interés regional, sin exponerlos a los riesgos y costos que significarian
mantenerlos in vive Conci et al., (1986).

Este método consiste en utilizar un explante que oscila entre 0.1 a 20 mm. de longitud
y consta del mcristcmp apical del brote con 1 a 3 primordios foliares (Murashige, 1974; Lozoya,
1985).

Mort, citado por Quak (1977) y Murashige (1978), consignan a Allium sativum L., como
un ejemplo de planta liberada de un patdgeno especifico, en este caso el virus del mosaico del
ajo.

Havranek y Novak citados por Narayanaswamy {1977), obtuvieron brotes y plantulas a
partir de cultivo de merisiemos, similarmente Debergh y Maene, citados por Tisserat (1985),
obtuvieron proliferacion de brotes axi'ares a partir del mismo explante. Sin embargo la
dimension y el nimero de primordios foliares son un factor imporiante para la regeneracion.
Daniels et al., citados por Conci er al., (1986), obtuvieron en explantes con un primordio foliar

un 30% de prendimiento, mientras que con 2 primordios fue de un 70%.

BALANCE DE REGULADORES DE CRECIMIENTO

Un balance adecuado de auxinas y citocininas in vitro, induce la formacion de yemas y/o
raices, dependiendo de la concentracion de ambas y de la especie en que estdn actuando, lo que
implica que las hojas jovenes son capaces de producir las auxinas necesarias para el desarrollo
adicional de la raiz, y que cuando maduran, sintetizan citocininas que promueven la formacion
de brotes, ya sean primordios y hojas o yemas laterales (12 principal fuente de citocininas son
las raices). La relacion auxina-citocinina iz vitro es indispensable para la morfogénesis de los
meristemos, por io que las investigaciones actuales se centran en encontrar la concentracién
Optimma, tanto de auxina como de citocinina, tomando en cuenta las variaciones de respuesta
interespecifica que presentan los vegetales (Hurtado y Merino, 1988). Un coeficiente

auxina/citocinina menor que la unidad favorece la formacion de raices; esw relacion puede



modificarse en favor de las citocininas sin alterar la concentracion de una u otra, al introducir
un simple inhibidor de auxina inclinando ta balanza a favor de las citocininas (Murashige-Skoog .
1962).

Al comparar Ja habilidad de 5 auxinas para la induccion de callo de hojas jovenes y
tejidos de meristemo de ajo (A. sativum L.) Nagasawa y Finer (1988), encontraron gue la mas
efectiva fue el 2,4-D (0.1- 3.0 mg/l) y 2.4-T (0.1- 0.3 mg/l). Matsubara y Chen (1989),
estudiaron los efectos‘del ANA y BA saobre el vigor de plantulas de ajo, obtenidos de dpices de
tallo in vitro y su aclimatacién en campo. A 60 dias del cultivo, el crecimiento de las plantulas
fue normal y vigoroso cuando fueron producidas en medio MS con NAA y BA, ambos a
0.01mg/l.

Al trabajar el medio de cultivo Murashige-Skoog (MS) y diversos cultivares de ajo, Conci
et al., (1986) mencionan que las respuestas varian dependiendo del cultivar; su medio mais
adecuado contenia 0.1 mg/l de AJA y 0.1 mg/l de Cinetina; de igual manera Lassocinski et a/.,
(1986), aplicaron la técnica de cultivo de brotes y mencionan que el mejor crecimiento de los
explantes se obtuvo con el medio de Gamborg suplementado con 1 mg/l de BA y sin Auxina o
bien 1.0 mg/l de Cinetina y 0.1 mg/l de ANA.

Bovo y Mroginski (1985), mencionan que la adiciéon de 100 mg/l de mio-inositof en M3
suplementado con 0.1 6 0.01 mg/l de ANA duplico el porcentaje de meristemos de ajo que dan
plantas enteras, en cambio la adicién de AG (Acido Giberélico) tuvo un efecto opuesto.

Plaper er al.,(1991), indican que una concentracion de 0.1 pM de Ac. Jasménico (JA)
estimula el desarrollo de yemas aisladas de ajo (Alliwm sativum L. c.v. Pwij), después de 2
semanas de cultivo. Sin embargo, las yemas en un medio con 10 pM de JA fueron retrasadas
en crecimiento.

Bustamante y Mufioz (1993), en investigaciones sobre cultivo in vitre de ajo en medio
MS conteniendo cinetina (K) o benziladenina (BA) en 0.5, 1.0 y 2.0 mg/l + 0.1 mg/l de Ac.
Naftalenacético (NAA), encontraron que el porcentaje de explantes con brotes y el niimero de
brotes por explante fueron mas altos con BA que con K y el controi (sin reguladores de
crecimiento); sin embargo la longitud de !a hoja, el porcentaje de explantes con raices y el

nimero de raices por explante fueron superiores con K que con BA y el control. Sin embargo,



morfolagicamente las plantas fueron superiores con K, especialmente en las més bajas

concentraciones.

INDUCCION DE BULBOS.

Las variedades comerciales de ajo (Allium sativum L.) son propagadas vegetativamente
debido a su esterilidad sexual, tomando muchos aftos para producir un nimero suficiente de
bulbos-semillas para p‘racticas de cultivos de¢ una nueva variedad; ademas algunos virus son
transmitidos a través de bulbo-semilla (Nagakubo et al., 1993). Las plantas libres de virus
producidas a través de cultivo de dpice de brote son litiles para mejorar la produccion y calidad
del cultivo (Bhojwani y Bhojwani et al., citados por Nagakubo ef al., 1993).

La formacion de bulbillos in vitro de ajo ha sido reportado por diversos investigadores
tales como Abo El-Nil: Bhojwani er al.,; Moriconi ez al., citados por Nagakubo et al., (1993)
y por Matsubara y Chen (1989).

Un procedimiento para regeneracion de brotes y bulbos in vitro de ajo y chalote es
descrito por Yasseen er af., (1993,1994). Los brotes apicales fueron sometidos a2 3 o 4 cortes
longitudinales a través del plano meristematico desde la base hacia el dpice. Los explantes fueron
culilvados en medios de Murashige Skoog (MS) conteniendo 4.4 uM de Benziladenina (BA) o
0.15 uM de Thidiazuron (TDZ) y 1.2 pM de Ac. Indo! Butirico (IBA). Los brotes apicales
sujetos a corte produjeron cerca de 9 brotes mientras que los explantes no cortados (testigos)
produjeron 1 6 2 brotes. Los brotes regenerados fueron inducidos a bulbos en MS conteniendo
5 gr/l de Carbdn activado y 120 gr/l de Sacarosa bajo fotoperiodo de dia largo. Los bulbos

formados in vitro fueron transferidos a suelo sin aclimatacion y produjeron plantas viables.

Matsubara y Chen (1989), lograron formacion de bulbo a partir de plantulas de ajo
obtenidas in vitro por apices de tallo, después de 60 dias de transferidas a un medio conteniendo
NAA v BA en concentraciones iguates al medio inicial (ambos a 0.01 mg/l 6 NAA a 0.1 mg/l
y BA a 0.01 mg/l); los bulbos pequefios fueron subcultivados en los mismeos medios de cultivo
obteniéndose plantas después de 50 dias de aclimatacion bajo condiciones de 20°C con 16 horas

luz; corn lo cual el porcentaje de sobrevivencia fue de 30 a 50 en perlita.



TECNICAS ASEPTICAS

L.a importancia del mantenimiento de un medio ambiente estéril es fundamenial durante
el cuitivo de tepidos vegetales para evitar la contaminacion microbial, por g cual; es necesario
el uso de varias técnicas empleadas para la esterilizacion de cristaleria, instrumentos
quirirgicos,liquidos y material vegeal.

Los métados pueden ser clasificados cemo sigue: calor seco, calor himedo, ultrafiitraciéon
y esterilizacidon quimica (Dodds y Roberts, 1986).

En el presente t;abajo se procedid a la esterilizacidon mediante el calor hamedo. Este
procedimiento emplea una autoclave operada con vapor bajo presion. Una olla de presion casera
puede ser usada. Para la esterilizacién de productos de papel, cristaleria, instrumentos y
volimenes de ligquido que no excedan de 50 cc por contenido, una presidn de vapor de (5 (b.
a una temperawra de 12i°C (250°F) es aplicada por 15 minutos. El tiempo minimo de
esterilizacién aumenta con un incremento en el volimen de liquido. Por ejemplo, con éstas
condiciones de presion y temperaturz 75 cc de liquido, por recipiente, requiere 20 minutos, de
250 a 500 cc requiere 25 min y un periodo de 30 min es necesario para 1006 cc (Biondi y
Thorpe, citados por Dodds y Roberts 1986).

El tiempo prolongado de autoclave debe ser evitade, debido a que produce la
descomposicion de los compuestos presentes en el medio.

Después de la autoclave, ios objetos deberan ser colocados en estufa de secado (T <
60°C) por un tiempo breve a fin de evaporar la humedad condensada. El vapor en la camara de
la autoclave debe penetrar el material. Una temperatura de 121°C por si misma no puede lograr
la esterilizacion. Con la excepcién de los matraces, el resto del material deberan ser envueltos
en papel. Aungue las laminillas de aluminio son comunmente usados como una envoltura, éste
es impermeable a la comriente de vapores y por lo tanto no es recomendable (Hamilton, citado
por Dodds y Roberts, 1986).

Ortro de los calores hiimedos de la esterilizacién es un bafio de agua hirviendo. Los
articulos son colocados en agua hirviendo conteniendo Carbonato de Sodio (2 % w/v) por 20
min. Todos los microorganismos vegetativos podrian ser destruidos. aunque unas pocas €sporas
altamente resistentes podrian sobrevivir al watamiento (Hamilton; Collins y Lyne, citados por
Dodds y Roberts, 1986).



DESINFESTACION

Los métodos de desinfestacion pueden excluir todos los microorganismos no infecciosos
asociados superficialmente, esto es importante porque todos los medios empleados contienen

- nutrientes que facilitan €l crecimiento de bacterias y hongos, y la asepsia es fundamemal para
el cultivo de Tejidos Vegetales (Dodds y Roberts, 1986).

Hurtado y Merino (1988), publicaron gue el material vegetativo contiene en ia superticie
una abundante microflora que debe ser eliminada por medio de una desinfestacion antes del corte
del tejido u érgano que sefrﬁ empleado como indculo. El agente desinfestante mas adecuado, asi
como su concentracion y el uempo de desinfestacton, debe ser determinado empiricamente para
el material vegetativo con el que se trabaja. En general, casi siempre se usan soluciones de
hipoclorito de calcio o de sodio (blanqueador casero), los cuales liberan al cloro como agente
desinfestante activo. Las concentraciones empleadas son 0.1 2 2 y 2 a 10% respectivamente.
También puede ser empleado el peroxido de hidrogeno (agua oxigenada), agua de bromo, nitrato
de plata y cloruro de mercurio. Usualmente, antes de colocar el material vegetativo en contacto
con el agente desinfestante, se sumerge en alcohol etilico al 70% durante 30 segundos (dip), con
lo cua) se eliminan las grasas de las hojas y se permite una mejor penetracion del agente
desinfestante en el material.

La mayoria de los blanqueadores comerciales contienen un a2gente humectanie, pero se
recomienda emplear unas gotas de algunos de ellos como detergente liquido, por ejemplo
"Tween", Los agentes desinfestantes posteriormente son eliminados por medio de varios lavados

con agua destilada esterilizada.
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ORIGINALIDAD

Ya que en la actualidad no existen estudios sobre cultivo in vitro de brotes
de ajo de ias variedades que se utilizan en el estado de Nuevo Ledn, México, ésta
investigacion pretende establecer las bases técnicas y cientificas para la
propagacién masiva in vitro de ajo, asi como definir las metodologias y
mecanismos para su aplicaciéon que permitan en un futuro préximo la obtencién

de plantas [ibres de nematodos.

HIPOTESIS

Las variedades de Allium sativum L.. presentan respuestas distintas en los

diferentes medios de cuitivo en cada una de las etapas de [a regeneracion in vitro.
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METODOLOGIA

DESCRIPCION DEL AREA DE TRABAJO.

Esta investigacion se llevé a cabo en el laboratorio de Biologia Celular de la Facuitad de
Ciencias Biolégicas de la U.A.N.L.

El trabajo experimental comprendié el periodo de Octubre de 1992 a Septiembre de 1993.

¢

MATERIAL EXPERIMENTAL

El material biolégico utilizado en el presente trabajo fueron tres variedades de "ajo” (
Allium sarivum L.) Cadereyta, Celaya y Taiwan: proporcionadas por el proyecto Produccion de

semillas de Hortalizas de la Facultad de Agronomia, U.A N.L.

METODOLOGIA DEL EXPERIMENTO

El desarrollo de la investigacion comprendid cuatro fases:

Fase I.- ESTRATIFICACION (Periodo de Pre-enfriado)

Se “desgranaron® manualmente los bulbos de cada una de las variedades de ajo
(Caderevta, Celaya y Taiwan) y se les elimino la membrana a ios "dientes” (Fig. 1); éstos se
colocaron en frascos limpios y se sometieron a una temperatura de aproximadamente 5°C
(temperawra de refrigerador) por un periodo de 2 semanas de acuerdo a Reglas Internacionales
para el Ensayo de Semillas (1959).

Fase I1.- DESINFESTACION

1.- Los "dientes” se colocaron en una gasa y se sumergieron en etanol al 70% por 30
segundos.

2.- Se pasaron 2 una solucion de Hipoclorito de Sodio comercial al 20% v/ivyde2 a4
gotas de detergente no iénico tween 20 por 15 minutos.

3.- Se elimind el agente desinfectante dentro de la Campana de Flujo Laminar y se

¢njuagb el material de 3 a 5 veces con agua destilada esterilizada.

12
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Fase 111.- BROTACION DEL "DIENTE" DE Allium sativam L.

El maienial desinfectado se sembro en recipientes de vidrio con capacidad de 120 ml.,
contentendo como sustrato 30 mi. de agar al 0.7% esterilizado. El instrumental utilizado en la
-diseccién, fue flameado constaniemente para asegurar las condiciones asépticas que deben
prevalecer dentro de la campana de flujo laminar. Los recipientes se colocaron a juz y

temperatura amoiente.

Fase IV.- AISLAI\MENTO Y SIEMBRA DE LOS BROTES DE Allium sativum L.

tn viro.

Esta etapa del proceso consiste en la obtencion del indculo, esio es la region meristmatica
de la yema vegetativa, mas dos primordios foliares; el cual fue obtenido en condiciones asépticas
a partir del diente brotado. Los in6culos resultantes presentaban un color crema y el tamano de
ellos fue de 3 mm. de longitud en las variedades Cadereyta y Celaya, y de 4 a 5 mm. en la
variedad Taiwan. Estos indculos fuercn sembrados en:

1).- Sales Basicas de Medio de Cultivo Murashige-Skoog (MS) (1962) (Cuadro 1),
también llamado Medio Universal; adicionado con los compuestos organicos Mio-inositol 100
mg/l, Tiamina. HCl 0.4 mg/l, Ac nicotinico 0.5 mg/. Piridoxina. HCL 0.1 mg/l, Glicina 2.0
mg/l, Hemisulfato de Adenina 80 mg/l, Sacarosa 30 gr/l y las combinaciones de 3 niveles de
los reguladores de crecimiento Ac. Indolacético (IAA) 0.0, 0.01 y 0.03 mg/l y de Cinetina (K)
0.0, 0.1 y 1.0 mg/l, 7 gr/l de Agar. El pH se ajustd a 5.7 con NaOH 0.1 N 6 HCL 0.1 N
previa adicion al agar y se llevo a esterilizar en olla de presion a una temperatura de [21°C a
15 libras de presion durante 15 minutos.

2) Sales Basicas de Medio de Cultivo Gamborg, Miller y Ojima (1968), conocido también
como BS (Cuadro 2); adicionado con los compuestos organicos Mio-inositol 100 mg/i,
Tiamina. HCL 0.4 mg/l, Ac. nicotinico 1.0 mg/l, Piridoxina. HCL 1.0 mg/l, Hemisulfato de
Adenina 80 mg/l, Sacarosa 20 gr/l y las combinaciones de 3 niveles de los regutadores de
crecimiento Ac. Indolacético (1AA) 0.0, 0.01 y 0.03 mg/l y de Cinetina (K) 0.0, 0.1 v 1.0 mg/!
y 7 gr/i de Agar El pH se ajusté a 5.5 con NaOH 0.1 N 6 HCL 0.1 N previa adicién al agar

y se esterilizd en clla de presién a una temperatura de 121°C a 15 libras por 15 mirutos.
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Cuadro 1. Sales basicas del medio de cultivo Murashige-Skoog, 1962 (MS).

SALES mg/l
MACROELEMENTOS
NH,NQO, Nitrato de Amonio 1650
KNQ; Nitrato de Potasio 1900
CaCl,.2H ,0 Cioruro de Calcio 440
CaCl, Cloruro de Calcio (Anhidro) 332
MgSO,.7H ;O Sulfato de Magnesio 370
KH,PO , Fostato de Potasio 170
MICROELEMENTOS
Na,EDTA EDTA-disédico 37.3
FeSO,.7H,0 Sulfato Ferroso 27.8
H,BO, Acido Bérico 6.2
MnSO,.H ,0 Sulfato de Manganeso 16.9
ZnSO,.7H O Sulfato de Zinc 8.6
KI Yoduro de Potasio 0.83
Na, MoO ,.2H,0 Molibdaio de Sodio 0.25
CuSQ,.5H ,0 Sulfato de Cobre 0.025
CoCl,.6H ,0 Cloruro de Cobaito 0.025

Cuadro 2. Sales basicas del medio basico Gamborg, Miller & Ojima, 1968 (BS).

SALES mg/1
KNO, Nitrato de Potasio 2500
Cacl,.2H ,0 Cloruro de Calcio 150
MgS0O,.7H ,0 Sulfato de Magnesio 250
NaH,PO ,.H,0 Fosfato de Sodio 150
Kl Yoduro de Potasio 0.75
H ,BO; Acido Boérico 3.0
MnSO,.H ,0 Sulfato de Manganeso 10.0
ZnSO,.7H ,0 Sulfato de Zinc 2.0
Na, MoO ,.2H .0 Molibdate de Sodio 0.25
CuSO,.5H ,0 Sulfato de Cobre 0.025
CoCl,.6H ,0 Cloruro de Cobalto 0.025
Na.EDTA EDTA Disodico 373
FeSO,.7H ,0 Sulfato Ferroso 27.8

15
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La preparacion de ambos medios se realizé con agua bidestilada.

Los culuivos se mantuvieron con un fotoperiodo de 16 hrs. luz (lampara de 39 watts) y
a una temperatura de 27 + 2°C.

De las combinaciones de los 3 niveles de Auxina (IAA) y de Cinetina (K) en los dos

medios de culuvo (MS v BS) se obtuvieron 18 tratamientos, quedando estos de la siguiente

manera:
i
TRATAMIENTO SALES BASICAS REGULADOR DE
MEDIO DE CULTIVO CRECIMIENTO
IAA mg/l K mg/l
1 MS * 0.0 + 0.0
2 MS + 0.0 + 0.1
3 MS + 0.0 + 1.0
4 MS + 0.01 * 0.0
5 MS + 0.01 + 0.1
6 MS + 0.01 + 1.0
7 MS + 0.03 + 0.0
8 MS + C.03 N 0.1
9 MS # 0.03 % 1.0
10 BS % 0.0 + 0.0
11 BS + 0.0 + 0.1
12 BS + 0.0 + L.0
13 BS i 0.01 2 0.0
14 BS "> 0.01 e 0.1
15 BS + 0.01 + 1.0
16 B5 + 0.03 + 0.0
i BS + 0.03 o 0.1
18 B5 U 0.03 + 1.0

De los cuales se efectuaron 12 repeticiones para cada una de las 3 variedades de ajo,
dando esto un towal de 648 unidades experimentales.

La evaluacion de las variables se efectu6 a ocho semanas de realizado el cultivo in vitro;
postericrmente se eligieron al azar 6 de las 12 repeticiones de cada una de las variedades de los

18 tratamientos.
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Las variables evaluadas fueron: Longitud Inicial de Brote. Longitud Final de Brote,
Nume-o de Hojas, Peso Fresco, Presencia 6 Ausencia de Raiz y Presencia o Ausencia de Bulbo.

A las veinte semanas del cultivo in vitro se efectud la toma de datos a las unidades
experimeniales restantes tomdndose en cuenta solo las variabies Presencia 6 Ausencia de Raiz
y Presencia 6 Ausencia de Bulbo.

Los andlisis esiadisticos se realizaron mediante la aplicacion del paquete; Siatistical
Package for the Social S::iences (SPSS).

El método estadistico aplicado en las variables Longitud Inicial de Brote, Longitud Final
de Broie, Numero de Hojas y Peso Fresco fue el Disefio Factorial de Analisis de Varianza
(ANVA) de Fisher (Steel y Torrie 1986), donde los factores son: Medio de Cultivo, Variedades
de Ajo (Cadereyta, Celaya y Taiwan) y los Niveles de IAA y Cinetina.

Realizandose, ademas, una comparacion miltiple de medias por el método de Scheffé,
para las diferencias significativas encontradas.

Las variables Presencia ¢ Ausencia de Raiz y Presencia 6 Ausencia de Bulbo fueron
analizadas mediante las pruebas no paramétricas de X? (tablas de conungencia) y correlacion de

Pearson R.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Fase 1.- ESTRATIFICACION (periodo de pre-enfriado)

Los ajos de las tres variedades sometidas a la estratificacion durante los meses de Ociubre
a Diciembre no presentaron cambio aparente. Sin embargo. los que se trabajaron durante los
meses de Enero a Mayo presentaban un inicio ligero en la brotacion, observandose un
crecimiento de hasta | mn. de longitud.

Se sabe que los tratamientos de frio dados a los dientes “semilla”™ adelantan el inico de
bulbificacion y acortan los ciclos vegetativos en las planias originadas por ellos

(Ignatiev (1972), Swarikova (1976), Ledesma et al.,(1980), cirados por Ledesma er al.,19%3).

Fases I1 y II1.- DESINFESTACION Y BROTACION DEL "DIENTE" DE Alium

sativum L.

La técnica de desinfestacion, asi como los tiempos empleados son considerados como los
mas adecuados para las tres variedades trabajadas. Conci er al., (1986), mencionan que al
aumentar la concentracion de hipoclorito de sodio (NaOCI) del 1 al 5 % por 15 minutos,
disminuye la contaminacién de un 75 a un 2 % en siete diferentes tipos clonales de ajo. Como
puede observarse el resultado obtenido en la presente investgacion coincide con lo ciado
anteriormente ya que al éumenmr la concentracion del agente desinfestante (20 % v/v NaOCl)
con un tiempo de 15 minutos no se presentd contaminacién durante la fase de brotacién v se
manguvieron los tejidos en dptimas condiciones para su manejo. Por ¢l contrario, Nome e al.,
citado por Concl et al., (1936), al variar el tiempo de 5 a 40 minutos y manteniendo constante
la concentracién de NaOC! (5%) observaron una excesiva maceracion de los explantes en los
tiempos mas efectivos.

Se observaron brotes de 0.5 a2 1 cm. de longitud en las variedades Cadereyta y Celaya,
y brotes de 1 a 2 cm. en la variedad Taiwan; todos los brotes eran de color verde brillante,
preseniaban ademas desarrollo de raices de color crema de 0.5 a 1.5 cm. de longitud en las

variedades Cadereyta y Celaya y de 2 cm. en la variedad Taiwan (Fig. 2).
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Fig. 2. Brotacidn de dientes de ajo en agar-agar. Variedad Taiwan: A) Brote y B) Raices.
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Fase IV.- AISLAMIENTQO Y SIEMBRA DE LOS BROTES DE Altium sativum L.

in vuro.

A partir de la primera semana de la siembra de los indculos en los medios de cultivo, se
observo crecimiento notable de hojas enrolladas color verde brillante de 3 a 8 mm de longitud
en las variedades Cadereyta y Celaya, y hasta de 1.5 cm. de longitud en la variedad Taiwan en
diversas unidades experimentales de la mayoria de los tratamientos. Esio difiere con lo
mencionado por Osuna ([991), quien destaca que en términos generales las monocotiledéneas
han mostrado mayo; dificultad para su desarrollo in vitro que las dicotledoneas, y que los
avances importantes se han registrado principalmente en cereales, con la obtencion de haploides
y la induccion de embriogénesis somatica.

A ocho semanas del cultivo irn vitro se observd desarrollo de 1 a 7 hojas en las tres
variedades de ajo en los 18 tratamientos.

Hubo formacion de callo color café y amarillo palido en algunas unidades experimentales
de la mayoria de los tratamientos. Callos con caracteristicas parecidas fueron inducidos por
Osuna (1991), en 16 ratamientos de MS conteniendo 2,4-D/BAP a partir de explantes de mijo,
mediante la técnica de dpice de brote; por Heyser y Nabors (1982), usando varias partes de la
planta de mijo proso y por Manzano (1993), en 12 wratamientos de MS conteniendo 2,4-D 6
2,4,5-T con explantes verdes y ctiolados de zacate buffel a partir de dpice de brote de plantulas
regeneradas asépticamente. Ochoa y Garcia (1990), indujeron callos compactos en todos sus
tratamientos con combinaciones de IAA/K (ambos 1-5¢ M) en chile pimiento , y observaron
que el crecimiento de los mismos fue promovido por altas concentraciones de IAA e inhibido
por el incremento en los niveles de K. Esto coincide con los resultados del presente trabajo ya
que en los tratamientos donde no hubo formacién de callo €l nivel de K fue mayor (0.03 mg/l
de [AA y 0.1 mg/l de K y 0.03 mg/l de IAA y 1.0 mg/l de K).

El desarrollo de raices (Fig. 3} s6lo se obtuvo en los tratamientos con 0.03 mg/l de IAA
y 1.0 mg/l de K del MS y con 0.03 mg/l de IAA y 0.1 mg/l de K del BS en la variedad Celaya
y en el testigo del medio BS en la variedad Cadereyta. El inicio de formacion de bulbo (Fig.4)
se presentd en el tratamiento con 0.1 mg/l de K y sin IAA del MS, en la variedad Celaya, en
el de 1.0 mg/l de K y sin IAA del MS en las tres variededades y en el de 0.03 mg/[ de TAA y
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Fig. 3. Desarrollo de raices en plantulas de ajo in vitro a 8 semanas del cultivo.
A) Variedad Cadereyta (M.S. con 0.01 mg.I-! [AA y 1 mg.1-! de K).
B) Variedad Celaya (M.S. con 0.03 mg.l-' IAA ¥ 1 mg.l-! de K).

Fig. 4. Inicio de formacidn de bulbo a 8 semanas del cuisivo in vitro.
A) Variedad Cadereyta (1 mg.1-! de K y sin [AA».
B) Variedad Taiwan (0.01 mg.l-' de K y sin IAA).
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Al

1.0 mg/l de K del MS en las variedades Cadereyta y Celaya. éstos eran de color verde brillante
en Cadereyw y Taiwan y de color lila en la Celaya. Ll mayor peso fresco (U.1954 g) se obtuvo
generalmente en la variedad Taiwan.

En los cuadros 3 al 12 se indican los valores promedio, desviacion estandar v coeficiente
de correlacion de las varables: Longitud Inicial de Brote, Longitud Final de Brote. diferencia
entre Longitud Final de Brote menos Longitud imicial de Brote, Namero de Hojas y Peso Fresco,
en los cuales se pu‘ede observar que existen diferencias entre los tratamientos y las variedades

en algunas vanables.

Cuadro 3. Valores promedio y desviacion estandar obtenidos para la Longitud Inicial de
Brote en cada uno de los 18 Tratamientos.

TRATA- MEDIA DESV. ESTANDAR COEF. VARIACION
MIENTOS {%)
" 1 3.2857 0.4688 14,26
2 3.3750 0.5000 14 .81
3 3.3571 0.6333 18 .86
4 3.7222 0.9583 25.74
5 3.5625 0.5123 14.38
(3 3.4118 0.6183 18.12
7 3.5333 0.7432 21.03
8 3.3333 0.4851 14 .55
9 3.3750 0.7188 21.29
10 3.5833 0.7930 22.13
11 3.5337 0.8872 25.10
12 3.2353 0.4372 13.51
13 3.3333 0.4880 14 .64
14 3.5000 0.8549 24 .42
15 3.6667 0.9759 26.61
| 16 3.5000 0.7303 2G.86
17 3.3125 0.4787 14.45S
18 3.4000 0.5071 14 .91
TOTAL 3.4442 0.6674
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Cuadro 4. Valores promedio y desviacion estandar obtenidos para la Longiud Final de Brote
en cada uno de los 18 Tratamientos.

TRATA- MEDIA DESV. ESTANDAR COEF. VARIACION
MIENTOS (%)
. 12.0000 10.0000 83.33
2 24 .3750 49.0345 201.16 |
3 34.9286 48.9513 140.14
4 32.2778 53.2318 164.91
5 5.7500 2.5949 45.12
5 81.8824 80.6659 98.51
7 176.6000 86.7787 49.13
8 23.5000 35.0466 149.13
9 128.9375 132.0023 102 .37
16 2.5000 58.33137 111.11
11 31.9286 30.0371 84.07
12 73.5882 70.5993 95.93
13 38.8667 46 .5846 119.85
14 28.0000 43,3359 111.88
15 38.7333 43,2244 112.59
16 9.8125 7.8589 80.09
17 131.7500 85.1857 64 .65 [
18 53.3333 44.9868 84 .35
Total 54 .3333 74.7802
Cuadro §. Valores promedio y desviacién estandar obtenidos para la Diferencia entre
Longitud Final menos Longitud Inicial de Brote en cada uno de los 18
Tratamientos.
TRATA- MEDIA DESV. ESTANDAR COEF. VARIACION
MIENTOS (%)
1 8.7143 9.6749 111.02
2 21.0000 49.0578 232.60
3 31.5714 49.0066 155.22
4 28 .5556 52.9875 185.55
S 2.1875 2.4281 110.99%
6 78.4706 80.8510 103.03
7 173.0667 86.8870 50.20
8 20.1667 35.1338 174 .21
9 125.5625 132.1882 105.27
10 48.9167 58.7343 120.07
11 28.3929 30.3367 106.84
12 70.3529 70.5726 100.31
13 35.5333 46.6091 331 .17
14 24 .5000 43.1522 176.13
15 35.0667 43 1715 123.11
16 6.3125 7.6917 121.84
17 128.4375 85.1344 66.28
18 49.9333 45 .2272 90.57
Total 51.2176 74.8354
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Cuadro 6. Valores promedio y desviacion estandar obtenidos para el Nimero de Hojas en
cada uno de los 18 Tratamientos.

TRATA- MEDIA DESV. ESTANDAR COEF. VARIACION
MIENTOS (%)
1 0.7857 0.9750 124 .09
z 0.9375 1.3401 142 .94
3 1,7857 1.5777 88.35
4 1.1111 1:5297 137.67
5 0.3759 0.6191 165.09
6 P.2383 2.3326 104 .35
7 4.6000 1.8822 40.91
8 0.7222 0.8948 123 .89
9 3.5000 2.5033 71.52
10 2.4167 2.0207 83.61
11 1.6429 1.9457 118 .43
13 3.17€5 1.8451 58.08
13 1.8000 1.6987 94 .37
14 1.5714 1.6968 107.98
15 2.2667 1.9074 84 .14
16 1.0000 1.0954 109.54
17 4.6875 1.8875 40.26
18 3.1833 1.6847 53.76
Total 2.0863 2.0761
Cuadro 7. Valores promedio y desviaciOn estandar obtenidos para el Peso Fresco en cada

uno de los |8 Tratamientos.

TRATA- ” MEDIA DESV. ESTANDAR COEF. VARIACION
MIENTQ (%)
1 0.0708 0.0756 106.77
2 { 0.1045 0.1214 116.17
B 0.1606 0.1340 83 .43
4 0.1191 0.1329 111.58
5 0.0269 0.0207 76 .95
6 0.2003 0.2068 103 .24
7 0.5022 0.3090 61.52
8 0.0743 0.0892 120.05
S 0.3724 0.3312 88.93
10 0.1049 0.0629 59.96
11 0.0670 0.0410 61.19
12 0.1537 0.0861 56.01
13 0.1210 0.0790 65 .28
14 0.089%6 0.0776 86 .60
15 0.1511 0.0842 55..72
16 0.0517 0.0517 100.00
L7 0.2102 0.1263 60.08
18 0.1457 0.0966 66 .30
Total 0.1520 0.1810
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Cuadro 8.

Valores promedio v desviacion estandar obtenidos para la Longitud Inicial de

Brote en cada una de las Variedades de Allium sarivam L.

VARIEDAD MEDIA DESV. ESTANDAR COEF. VARIACION

%)

1 3.0521 0.2234 7.31 I

2 3.0585 €.2525 8.25

3 4.2841 0.5017 11.71

Total 3.4442 0.6674
|
Cuadro 9. Valores promedio y desviacion estandar obtenidos para la Lorzitud Final de Brote

en cada una de las Variedades de Allium sativim L.

VARTEDAD MEDIA DééJ. ESTANDAR _COEF;-VARIACION
(%)
1 53.1250 77.82391 146.50
2 64.3191 86.0322 133.75
3 46.0227 S5.6725 120.96
Total 54.6619 74.7802
Cuadro 10. Valores promedio y desviacion estandar obtenidos para la Diferencia entre
Longitud Final de Brote menos Longitud Inicial de Brote en cada una de las
Variedades de Allium sativum L.
VARIEDAD MEDIA DESV. ESTANDAR CORF. VARTACION
(%) i
1 50.0729 77.8619 155.49
2 61.2606 86.0196 140.41
3 41 .7386 55.6780 133.39
Total 51.21 74 .8354
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Cuadro 11.  Valores promedio y desviacion estandar obtenidos para el Namero de Hojas en
cada una de las Variedades de Allium sativion L.

VAR IEDAD MEDIA DESV. ESTANDAR COEF. VARIACION
%)
1 1.9583 2.1663 T 110.82
2 20957 2.2098 105 44
3 2.2159 1.8286 82 .52
Total 20863 2.0761

Cuadro 12.  Valores promedio y desviacion estandar obtenidos para el Peso Fresco en cada
una de las Variedades de Alfium sativum L.

VARIEDAD MEDIA DESV. ESTANDAR COEF. VARIACION
(%)
1 0.128S ‘0.1863 144 .98
2 0.1352 0.1659 122.70
3 0.1954 0.1847 54,52
Total 0.1520 0.1810

—————————— T e — e ———————————————————— e
——————— —_—

Los resultados obtenidos en el Anélisis de Varianza Factorial (ANVA) a ocho semanas

del cultivo in vitro para las variables consideradas son:

Longitud Inicial de Brote (LIB).- respecto a los tratamientos, se aprecia diferencia
significativa para las variedades y su interaccién (Cuadro 13); las variedades Cadereyta y Celaya
presentaron diferencia significativa con la variedad Taiwan (Fig. 5), al igual que en el ANVA
Medio de Cultivo - Variedad (2x3), en ambos factores y su interaccién (Cuadro 14), tal como
lo reportan Conci ez al., (1986), al trabajar el medio de cultivo MS y diversos cultivares de ajo

mencionan que las respuestas varian dependiendo del cultivar.

Longitud Final de Brote (LFB).- se muestra diferencia significativa para los tratamientos
v su interaccidn con las variedades (Cuadro 13), asi como en la comparacion miltiple de medias
de Scheffé en el tratamiento: 9 (0.03 mg/l de IAA y 1.0 mg/l de K de MS) con los tratamientos
S v 16 (0.01 mg/l de IAA y 0.1 mg/l de K de MS y 0.03 mg/l de IAA y sin K del BS); el
watamiento 17 (0.03 mg/] de TAA y 0.1 mg/l de K del BS) con los tratamientos 5, 1, y 16 (0.01
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mg/l de IAA y 0.1 mg/l de K, testigo del MS y 0.03 mg/l de 1AA y sin K del BS): y el
tratamiento 7 (0.03 mg/l de TAA y 0.0 mg/l de K de MS) con el resto, excepto con los
tratamientos 9 y 17 (0.03 mg/l de [AA y 1.0 mg/l de K y 0.03 mg/l de IAA y 0.1 mg/l de K
de MS y B5 respectivamente (Fig. 6); ambién se observa diferencia significativa para el Medio

de Cultivo, y su interaccion con la< variedades (Cuadro 14).

Diferencia entre Longitud Final de Brote menos Longitud Inicial de Brote (LFB -
LIB).- se presenta diferencia significativa para los tratamientos, y su interaccion con las
variedades (Cuadro 13), para el medio de cultivo, en la interaccion medio de cultivo-variedad
(2x3) {Cuadro 14).{ Fig. 7). En el andlisis facterial (Variedad - Medio de cultivo - Acido
indolacético (IAA) - Cinetina (K) = 3x2x3x3) (Cuadro 15) se observa diferencia significativa
con respecto a los niveles de 1AA y de K; en las interacciones dobles: Variedad-1AA, Medio de
Cultivo-1AA y Medio de Cultivo-K; asi como en la interaccién triple: Medio de Cuitivo-1AA-K
v en la interaccion total: Variedad-Medio de Cultivo-1AA-K,

De la comparacion miultple de medias de Scheffé se desprende que hay diferencia
significativa en el tratamiento: 9 (0.03 mg/l de IAA y 1.0 mg/l de K de MS) con los
ratamisntos S y 16 (0.0! mg/! de IAA y 0.1 g/l de K de MS y 0.03 mg/i de [AA y sin K del
B5); el watamiento 17 (0.03 mg/l de IAA y 0.1 mg/l de K del BS) con los tratamientos 5, 1, y
16 (0.01 mg/l de IAA v 0.1 mg/l de K, testigo del MS y 0.03 mg/] de IAA y sin K del BS); y
el tratamiento 7 (0.03 mg/l de 1AA y 0.0 mg/l de K de MS) con el resto, excepto con los
ratamientos 9 y 17 (0.03 mg/l de IAA y 1.0 mg/l de K y 0.03 img/l de IAA y 0.1 mg/l de K
de MS y BS respectivamente) (Fig. 8). En éstos tratamientos (7 y 9 de MS) se abserva que en
el nivel de mayor concentracién de IAA hay mayor crecimiento, la mejor respuesta en el medio
de cultivo Gamborg, Miller y Ojima (1968), se encontré en el nivel 0.03 mg/l de IAA y el 0.1
mg/l de K (tratamiento 17) esto coincide con lo citado por Murashige (s/a), la auxina es
generalmente benéfica para el cultivo de brote apical donde la iniciacién de raiz y la elongacién
de broies es aumentada, v con lo obtenido por Kartha (1981), en plantas de chicharo en medio
B5 en donde la diferenciacion de brote y raiz (planta completa) es activada usando 1.0 uM de

NAA como la tnica hormona apiicada exdgenamente.
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FIGURA 5. LONGITUD INICIAL DE BROTE (mm.)
PARA CADA UNA DE LAS VARIEDADES.
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FIGURA 6. LONGITUD FINAL DE BROTE (mm.) PARA
CADA UNO DE LOS TRATAMIENTOS.
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Esto indica que los niveles enddgenos de citocininas sintetizados o presentes en el
meristemo se aproxima al balance requerido citocinina : auxina (en asociacion con fa NAA
aplicada exdgenamente) llevando casi a la regeneracion de la planta completa. Cualquier

suplemento adicional exégeno de citocinina en el medio de cultivo rompe este balance.

Niimero de Hojas (NH).- En esta variable se establece diferencia significativa para los
tratamientos, y para el‘ medio de cultivo,(Cuadros 13 y 14).

En la comparacién miltiple de medias se encontrd que los ¢ratamientos 7 y 17 (0.03 mg/1
de IAA, sin K del MS y 0.03 mg/l de IAA y 0.1 mg/l de K de! BS) difieren significativamente
con los tratamientos 5, 8, 1, 2, 4 y 16 (0.01 mg/l de JAA y 0.1 mg/i de K, 0.03 mg/l de [AA
v 0.1 mg/l de K, testigo, con 0.1 mg/i de K sin [AA, 0.01 mg/l de 1AA sin K del MS y 0.03
mg/l de 1AA sin K del BS) para la variable Nimero de Hojas y el tratamiento 9 (0.03 mg/l de
IAA y 1.0 mg/l de K de MS) con et 1,9, 8, 11 y 16 (testigo, 0.01 mg/l de IAA y 0.1 mg/] de
K, (.03 mg/l de IAA y 0.1 mg/l de K de MS; 0.1 mg/l de K sin IAA y 0.03 mg/l de [AA sin
K del B5) para la variable (Fig. 9).

Peso Fresco (PF).- la diferencia significativa en esta variable se muestra para los
ratamientos y para el medio de cultivo (Fig. 7); asi como para las varicdades en ambos andlisis
de varianza (Cuadros 13 y 14 respectivamente).

En la comparacién miltiple de medias los tratamientos 7 (0.03 mg/l de 1AA sin K de
MS) ¥y 9 (0.03 mg/l de IAA y 1.0 de MS) difieren significativamente con el resto de los
tratgmientos (Fig. 10). En lo que respecta a las variedades, Cadereyta y Celaya presentaron
diferencia significativa con la variedad Taiwan respecto a la variable (Fig. 11); esto comcide con
Rauber y Grunewaldt (1988), quienes mencionan que la habilidad para regeneracion de brote esta

controlada fuertemente por el genotipo.
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Fig. 7.

Méximo crecimiento de brote (LFB-LIB) a 8 semanas del cultivo in vitro. A)
Variedad Cadereyta en M.S. con 0.03 mg.l-' de IAA y sin K; B) Variedad
Celaya en medio B5 con 0.03 mg.1-' de [AA y 0.1 mg.l-! de K).
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Cuadro 13 Analisis de varianza, para los tratamientos, las variedades y la interaccion de
estas, a ocho semanas del cultivo in vitro.

Fv GL LIB LFB LFB- LIB NH PF
TRATAMIENTOS| 17 .6463 9.4727* 9.4644* 9.0532* 9.9564*
VARIEDADES 2 383.4668* 1.3953 1.5701 0.3532 3.8232%
INTERACCION 13 5.356* 1.631* 1.632% 1.322 1.172

) P<0.OS ! —_———— —_— — —_— 5—-

LIBeLongitud Inicial udel Brote: LFBs=Longitud Pinal del Brote: LFE-LIBeDiferencia enzre longitud imicial vy
longitud final del brote NHsNMumeyo de Mojas y PP-Pesn Freaco

Cuadro 14 ~ Analisis de varianza factorial de las variedades estudiadas para los medios de
cultivo, las variedades y su interaccién, a ocho semanas del cultivo in vitro.

FV GL LIB LFB LFB-LIB NH PF
MEDIO DE 1 4.7%6F* 10.192* 10.192* 9.445% 10.932+
CULTIVO
VARIEDADES 2 682.357* 1.470 1.695 0.774 8.056*
INTERACCION 3 2)A56* l.031% 1ge8E*r 1.942 1.172

* P<0.05; ** P<0.01.
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FIGURA 8. DIFERENCIA ENTRE LONGITUD FINAL MENOS LONGITUD INICIAL DE
BROTE PARA CAOA UNO DE LOS TRATAMIENTOS.
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FIGURA 9. NUMERO DE HOJAS PARA CADA UNO DE
LOS TRATAMIENTOS.
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Cuadro 15

Valores de F calculada del Analisis de Varianza Factorial (Variedad-Medio de
cultivo-Acido Indolacético (IAA)-Cinetina (K) =3x2x3x3) para la variable
Diferencia entre longitud final de brote menos longitud inicial de brote, a ocho
semanas del cultivo in vitro.

FV GL LFB-LIB
Variedad 2 2.103
Medio de Cultivo 1 0.29C
IAA - 2 19.377%
K 2 4.700¢
Var-Medio de Cultivo 3 0.519
Var-I1AA 4 3.376x%
Var-K 4 0.784
Medio de Cultivo-IAA 3 9.004*
Medio de Cultivo-K 3 12.096%*
IAA-K 4 0.865
Var-Med. Cult.-IAA ) 1.119
Var-Med. Cult.-K S 1.618
Var-TIAA-K 6 1.033 |
Med. Cult.-IAA-K 5 17.241*

| Var-Med. Cult.-IAA-K 7 1.980*
* P<0.05
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FIGURA 10. PESO FRESCO {(g) PARA CADA UNO
DE LOS TRATAMIENTOS
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FIGURA 11. PESO FRESCO (g} PARA CADA UNA
DE LAS VARIEDADES.
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Las pruebas no paramétricas: X2 (Tablas de Contingencia) y Correlacion (Pearson R) con
significancia (p< 0.05) para las variables presencia o ausencia de raiz y para presencia o

ausencia de bulbo sefialan:

Presencia 0 Ausencia de Raiz.- con respecto a los tratamientos a ocho y veinte semanas
de realizado el cultivo in vitro {Cuadros 16,18.20 y 22 respectivamente) muestran que hay
Dependencia y Asociaci?n significativas para esta variable; similarmente Bustamante y Muiioz
(1993), en cultivo in vitro de ajo, mencionan que el porcentaje de explantes con raices y el
numero de raices por explante fueron superiores en medio MS con Cinetina que con BA y el

control.

Con respecto a las variedades no se presentd Denendencia ni Asosiacién significativas
(Cuadros 17,19.21 y 23).

Presencia o Ausencia de Bulbo.- la formacién de bulbo inicié a las ocho semanas del
cultivo in vitro, en algunas unidades experimentales de las tres variedades en el tratamiento tres
(1.0 mg/l de K sin 1AA de MS), observédndose que a !as 11 semanas se encuentra bien definido
(Fig. 12), éstos resultados difieren de lo reportado por Barrueto er al., (1994), los cuales
mencionan que la formacién de bulbo prominente con raices en su medio de cultivo (1/2 de sales
de MS y sin vitaminas) es consecuencia de la accion estimuladora de la sacarosa y del acido
indolbutirico (IBA) a 3.0 mg/l; de Matsubara y Chen (1989), que obtuvieron formacion de bulbo
a los 60 dias después de transferir plantulas (obtenidas in vitro) a un medio de cultivo MS
conteniendo NAA y BA; y de lo citado por Nagakubo et al., (1993), que indujeron en un
periodo de dos meses bulbillo en medio de cultivo Linsmaier y Skoog (LS} libre de reguladores
de crecimiento.

A veinte semanas de realizado el cultivo in vitro, las pruebas no paramétricas de X2
(Tabla de Contingencia) y Correlacién (Pearson R) con significancia (p < 0.05) muestran una
Dependencia y Asociacion significativa para la variable con respecto a los tratamientos,(Cuadros

20 y 22), no asi para las tres variedades de A. sativam L. (Cuadros 21 y 23).
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Fig.

12. Bulbo definido a 12 semanas de inicio del cultivo in vitre en medio M.S. con
1 mg.l-! de K y sin 1AA en las variedades: A) Cadereyta, B) Celaya y C) Taiwan.
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Fig. 13, Formacion de doble bulbo a 20 semanas del cultivo in vitro.
A) Variedad Cadereyia: B) Variedad Celaya en M.S. con 0.03 mg.l-' de iIAA Y
sin K: C) Variedad Celaya en M.S. con 0.03 mg.l-! de [AA y 1 mg.1-' de K.



Es importante mencionar que, entre las semanas doce y veinte del cultivo in vitro, se
observé la formacion de doble bulbo ¢n dos unidades experimentales del tratamtento 7 (0.03
mg/l de IAA sin K ) en las variedades Cadereyta y Celaya, y en una umidad del wratamiento 9
-{0.03 mg/l de 1AA y 1.0 mg/l de K) de la variedad Celaya (Fig. 13): ambos cerrespondientes
al medio de cultivo Murashige-Skoog (1962), representando 0.62 y 0.31 % respectivamente. no
significativo para el totai de unidades. El segundo bulbo formado logrd en la semana veinte
caracieristicas de tamario, forma, color y desarrollo de raices semejantes al primer bulbo. Esto
tal vez como consecuen'cia del uso de hemisulfato de ademina, vitaminas y reguladores del
crecimiento, lo cual difiere de Barrueto er al.,(1994); Mawsubara y Chen (1989), y Nagakubo

et al.,(1993), que reportan formacion de un bulbillo simple.

Cuadro 16  Tabla de valores de X? para la presencia de Raiz y Bulbo con respecto a los
tratamientos a ocho semanas del cultivo in virro.

TRATAMIENTCS
VARIABLE X? G.L. SIGNIFICANCIA
Raiz 01,7232 1.7 / 0.01e =
Bulbo 19.52166 17 0.2994 B

Cuadro 17  Tabla de valores de X? para la presencia de Raiz y Bulbo con respecto a las
Variedades de A. sativum L. a ocho semanas del cultivo in vitro.

VARIEDAD
VARIARBLE X2 G.L. SIGNIFICANCIA
Raiz 4.50521 2 0.1051
Bulbo 0.48105 2 0.7862
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Cuadro 18  Tabla de valores de la prueba de Pearson R para la presencia de raiz y bulbo cu..
respecto a los tratamientos a ocho semanas del cultivo in virro.

TRATAMIENTOS
VARIABLE R SIGNIFICANCIA
Raiz 0.12778 0.0168*
Bulbo - 0.06409 0.1435 :

Cuadro 19  Tabla de valores de la Prueba de Pearson R. para la presencia de Raiz y Bulbo
con respecto a las variedades de A.sarivum L. a ocho semanas del cultivo in vitro.

VARIEDAD
VARIABLE R SIGNIFICANCIA
Raiz 0.00644 0.4575
Bulbo 0.03808 0.2636

Cuadro 20 Tabla de valores de la Prueba de X(2) para la presencia de raiz y bulbo con
respecto a los Tratamientos a veinte semanas del cultivo in vitro.

TRATAMIENTOS
VARIABLE Xz G.L. l SIGNIFICANCIA
Raiz 60.17663 17 0.0000*
Bulbo 97.38876 17 0.0000%*

Cuadro 21 Tabla de valores de la Prueba de X2 para la presencia de raiz y bulbo con
respecto a las variedades de ajo ( A. satfivum L.) a veinte semanas del cultivo in

Vitro.
VARIEDAD
VARIABLE X2 G.L. SIGNIFICANCIA
—_Raiz 3.00319 2 0.5228
Bulbo 1.69028 2 0.4295
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Cuadro 22 Tabla de valores de la Prueba de Pearson R para la presencia de raiz y bulbo con
respecto a los Tratamientos a veinte semanas del cultivo in vitro.

TRATAMIENTOS
VARIABLE R SIGNIFICANCIA
Ra¥~ - 0.11679 0.0248+*
Bulbo - 0.31473 0.0000%*

Cuadro 23 Tabla de valores de 12 Prueba de Pearson R. para la presencia de raiz y bulbo con
respecto a las variedades de A. sativum L. a veinte semanas del cultivo in vitro.

VARIEDAD
VARIARLE R SIGNIFICANCIA
Raiz - 0.02413 0.3430
Bulbo 0.03777 0.2635
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtemdos y conforme a las condiciones experimentales en las

que se llevé a cabo el presente estudio, se efectuan las siguientes conclusiones:

" La técnica de desinfestacion que consistio en etanol 70% e hipoclorito de sodio comercial
20% (v/v), duranie 15 minutos fue apropiada para lograr el establecimiento aséptico del
cultivo in vitro en las tres variedades de ajo (Allium sativum L.) Cadereyta. Celaya y

Taiwan.

- Las combinaciones de reguladores de crecimiento no fueron las adecuadas para promover

proliferacion de brote.

El medio de cultivo Murashige-Skoog (1962) prcmovid mayor peso fresco comparado
con el medio de Gamborg, Miller y Ojima (1968).

Las variedades de "ajo” (Cadereyta,Celaya y Taiwan) mostraron diferencia significativa,

encontrando mayor peso fresco en Ja variedad Taiwan.
- Los mejores resuliados se obtuvieron en el medio de cultivo Murashige-Skoog (1962),
con ¢l nivel 0,03 mg/l de acido indolacético (IAA) y los niveles 0.0 y 1.0 mg/l de

cinetina (K), correspondientes a los tratamientos 7 y 9.

- La mejor respuesta en el medio de cuitivo Gamborg, Miller y Ojima (1968), se encontré
en el nivel 0.03 mg/l de TAA y el 0.1 mg/l de K, y corresponde al tratamiento 17.
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RECOMENDACIONES

De acuerdo a las observaciones realizadas durante el ranscurso del trabajo se permiten

hacer las siguientes recomendaciones:

Trabajar los “dientes” en forma continua durante los meses de una sola estacion, para

obtener respuegtas mas uniformes en el periodo de estratificacion o pre-enfriado,

. Aumentar la concentracion de cineuna para favorecer la regeneracion y multiplicacion

de brote,

- Observar por mayor tiempo (méds de cinco meses) los cultivos in vitro y transferir a

nuevos medios de cultivo para seguimiento de su desarrollo.

- Continuar con la fase de aclimatacién en condiciones de laboratorio y campo.
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