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R E S U M E N 

Con el propósito de determinar el medio de cultivo y la concentración de reguladores de 

crecimiento óptimos que proporcionen la máxima tasa de crecimiento del cultivo in viiro en tres 

variedades de "ajo" (Allium sativum L.) Cadereyta, Celaya y Taiwan se probaron los medios de 

cultivo de Murashige-Skoog (MS)(1962) y Gamborg, Miller y Ojima (B5)(1968); adicionados 

con vitaminas, sacarosa y ías combinaciones de tres niveles de Auxina (1AA) 0.0. 0.01 y 0.03 

mg/1 y tres niveles de Cinetina (K) 0.0, 0.1 y LO mg/1 en cada uno de ellos. Se diseño un 

arreglo factorial de 18 tratamientos y 12 repeticiones para cada variedad, con un total de 648 

unidades experimentales. El inoculo consistió del disco basal, región meristemática y dos 

primordios foliares. Las variables evaluadas por Análisis de Varianza después de 8 semanas de 

realizado el cultivo in viíro fueron: Longitud Inicial de Brote, Longitud Final de Brote, 

Diferencia entre Longitud Final menos Longitud Inicial de Brote, Número de Hojas y Peso 

Fresco. Y las variables Presencia o Ausencia de Raíz y Presencia o Ausencia de Bulbo a 8 y 20 

semanas del cultivo in vitro por las pruebas no paramétricas X : (Tabla de Contingencia) y 

Correlación (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 mostró diferencia 

significativa (p < 0.05) en los tratamientos 7 ( 0.03 mg/1 de IAA y sin K), 9(0.03 mg/1 de IAA 

y 1.0 mg/1 de K) y 17 (0.03 mg/1 de IAA y 0.1 mg/1 de K). Para el Número 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 Asosiación significativa para la variable Presencia de Raíz a 

8 y 20 semanas del cultivo; y Presencia de Bulbo a 20 semanas con respecto a los tratamientos. 

Se concluye que los tratamientos 7 (0.03 mg/1 de IAA y sin K) y 9 (0.03 mg/1 de IAA y 1.0 

mg/1 de K) del medio de cultivo MS y el tratamiento 17 (0.03 mg/1 de IAA y 0.1 mg/1 de K) 

del B5 son los óptimos para las variables mencionadas. 



I N T R O D U C C I O N 

El ajo constituye un cultivo de importancia económica ya que es ampliamente utilizado 

como condimento y por sus propiedades medicinales. 

Se caracteriza por presentar exclusiva propagación agámica por carecer de semilla 

botánica; para su producción se utilizan los bulbos (Conci et al., 1986; Bustamante y Muñoz, 

1993; Nagakubo, efial., 1993). 

En México, la zona del Bajío es una de las principales productoras debido a las 

condiciones climáticas prevalecientes. Además, se cultiva exitosamente en los estados de 

Aguascalientes, Sonora, Baja California y Nuevo León (García, 1983). 

La producción de ajo en el estado de Nuevo León, constituye una actividad agrícola de 

acentuado interés económico, por lo que es importante obtener altos rendimientos y bulbos de 

buena calidad, determinada ésta en gran medida por el tamaño y el número de dientes por bulbo, 

características que adquieren importancia en el mercado de exportación, al exigirse ajo de bulbo 

grande con número reducido de dientes (Heredia et al., 1987). Los principales municipios que 

siembran ajo son Cadereyta, Allende, Montemorelos y General Terán (zona centro del estado). 

Entre las principales limitantes de este cultivo cabe destacar la falta de producción de "semilla" 

certificada, altos costos de producción por la adquisición y manejo del bulbo-semilla (López, 

1992), ya que es afectado por la presencia de virus y nemátodos (Wageman, 1991), los cuales, 

con las prácticas tradicionales son difíciles de erradicar. 

Las diversas técnicas de Biotecnología Vegetal pueden complementarse adecuadamente 

para obtener plantas sanas y realizar su micropropagación, la cual consiste en el desarrollo de 

nuevas plantas en un medio artificial en condiciones asépticas a partir de porciones muy 

pequeñas de plantas tales como embriones, tallos, meristemos, células individuales, etc. 

(Hanman y Kester 1987). 

Se han efectuado investigaciones tendientes a la obtención de plantas sanas de AUium 

sarivum L. y su micropropagación vía organogénesis, proliferación de yemas adventicias e 

inducción de embriogénesis somática. 



El cultivo in vitro de Brote Apical se utiliza como una herramienta de gran ayuda en la 

micropropagación vegetativa, la cual permite la multiplicación acelerada del material y su 

intercambio, sin (a necesidad de controles sanitarios para prevenir introducción de plagas y 

enfermedades, así como para la limpieza de patógenos, especialmente de virus y micoplasmas, 

en plantas de interés y muy aplicadas en aquellas cuyos bulbos, cormos, raíces y tubérculos son 

comestibles y su multiplicación es exclusivamente vegetativa. 

La falta de estudios sobre cultivo in vitro de brotes apicales de ajo de las variedades 

usadas en el Estado de Nuevo León y la importancia económica que este cultivo representa, hace 

necesario investigaciones tendientes a establecer las bases técnicas y científicas para su 

propagación masiva in vitro, así como definir las metodologías y los mecanismos para su 

aplicación que permitan en un futuro la obtención de plantas libres de nemátodos. 



O B J E T I V O S 

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

1.- Establecimiento aséptico del cultivo in vitro. 

2.- Determinar el medio de cultivo adecuado para la proliferación de brote. 

3.- Determinar la combinación óptima de reguladores de crecimiento que promuevan 

la máxima tasa de crecimiento del cultivo in vitro. 



L I T E R A T U R A R E V I S A D A 

IMPORTANCIA MEDICINAL 

Desde hace muchos años el hombre ha empleado el ajo para tratar una gran diversidad 

de enfermedades, desde el reumatismo y la gota, hasta afecciones gastrointestinales, las 

parasitosis, las picaduras de animales ponzoñosos y las afecciones de la piel. Martínez (1954), 

menciona que es usadotoralmente como antidisentérico, antipirético, para la arterioesclerosis, 

estimulante, hipotensor. antipalúdico y broncodilatador. Por su parte. Cabrera (1952). lo 

recomienda además como antiséptico intestinal y catártico. Así mismo, la Sociedad Farmacéutica 

de México <" 1952), lo cita como antitusígeno y eupéptico. Otros usos son los de normalizar el 

funcionamiento del hígado, ríñones y vesícula biliar, según García (1974). Goniilez y González 

(1979), indican su uso contra las reumas y dolores ciáticos y externamente para reblandecer 

callosidades. Así mismo. Luna (1987), menciona al ajo como estimulante, diurético, contra 

fiebres malignas, el cólera, difteria y como excelente remedio contra la hidrofobia. Al exterior 

sirve contra la tiña y la sarna. 

Recientemente se ha utilizado el extracto concentrado fresco de ajo (ECFA), en pruebas 

de inhibición del crecimiento in vitro contra diferentes especies de hongos como: Candida 

albicans, Microsporum canis, Trichopkyton rubrum, Epidermophyton flocossum, causantes de 

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

CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES 

El cultivo de tejidos vegetales es una de las técnicas asociadas con la Biotecnología 

(Armstrong. 1985; Hussey, 1983). La capacidad de regeneración de las 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 rápida propagación 

clonal, avance en el mejoramiento de plantas y eliminación de patógenos (Murashige,1974 y 

1984; Kartha. 1981). 

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

como es e! caso de la especie sativum la cual se propaga vegetativamente ya que carece de 



semilla botánica. Esto trae como consecuencia serios problemas de enfermedades sistémicas, así 

como también la presencia de! nemátodo Dirylenchus dipsaci (Kuhin), el cual provoca 

importantes pérdidas en el rendimiento (Havraneck, citado por Conci et al., 1986), dado que es 

uno de los nemátodos más destructivos de plantas (Wageman, 1991), tales como: cebolla, 

"-rciso, jacinto, tulipán, avena, centeno, trébol rojo y fresa. 

D. dipsaci es un parásito interno de bulbos, tallos y hojas y pasa de generación en 

generación a través dp estos tejidos, escapando al suelo sólo cuando las condiciones de vida en 

los tejidos de la planta, resulten desfavorables (Agrios, 1988). 

Shain y Kanenko (1986), han logrado obtener desde cultivo de callo hasta regeneración 

completa de plantas del género Allium. Entre los diversos tipos de explante que han sido 

utilizados para el establecimiento de este cultivo se puede mencionar hoja (Flick et al., 1983; 

López, 1992); meristemo (Debergh y Maene, citados por Tisserat, 1985) y (Conci et al., 1986), 

así como brácteas, brotes apicales (Lassocinski et al., 1985), y receptáculo floral (Rauber y 

Grunewaldt, 1988). Phillips y Hubstenberg (1987), realizaron micropropagación y regeneración 

in vitro a partir de callo de las mas importantes especies de Allium. 

Por su parte Phillips y Luteyn (1983), mediante el cultivo de callo en Allium spp., 

exploraron ia posibilidad de usar la variación 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 formación de embriones y posteriormente obtuvieron regeneración de planta 

completa, cultivaron miles de plantas para su madurez, se autopolinizaron y las semillas 

resultantes se sembraron en campo para su evaluación posterior. 

Así mismo, Van der Valk et al., (1992), indujeron a partir de callo (derivado de embrión 

cigótico), la formación de embriones somáticos y estimularon la formación de vástagos de 12 

variedades de 3 especies del género Allium. Por su parte Rauber y Grunewaldt (1988), utilizaron 

diversos tipos de explante (hoja y receptáculo floral), encontrando que la habilidad para 

regeneración de brote está controlada fuertemente por el genotipo. 



CULTIVO DE BROTE APICAL. 

El cultivo de brote apical ha sido el método empleado más ampliamente ya que es 

excelente para liberar al material vegetal de patógenos sistémicos y la conservación de diferentes 

tipos clónales de interés regional, sin exponerlos a los riesgos y costos que significarían 

mantenerlos in vivo Conci et al., (1986). 

Este método consiste en utilizar un explante que oscila entre 0.1 a 20 mm. de longitud 

y consta del meristen^o apical del brote con 1 a 3 primordios foliares (Murashige, 1974; Lozoya, 

1985). 

Morí, citado por Quak (1977) y Murashige (1978), consignan a Allium sativum L., como 

un ejemplo de planta liberada de un patógeno específico, en este caso el virus del mosaico del 

ajo. 

Havranek y Novak citados por Narayanaswamy (1977), obtuvieron brotes y plántulas a 

partir de cultivo de meristemos, similarmente Debergh y Maene, citados por Tisserat (1985), 

obtuvieron proliferación de brotes axilares a partir del mismo explante. Sin embargo la 

dimensión y el número de primordios foliares son un factor importante para la regeneración. 

Daniels et al., citados por Conci et al., (1986), obtuvieron en explantes con un primordio foliar 

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

BALANCE DE REGULADORES DE CRECIMIENTO 

Un balance adecuado de auxinas y citocininas ín vitro, induce la formación de yemas y/o 

raíces, dependiendo de la concentración de ambas y de la especie en que están actuando, lo que 

implica que las hojas jóvenes son capaces de producir las auxinas necesarias para el desarrollo 

adicional de la raíz, y que cuando maduran, sintetizan citocininas que promueven la formación 

de brotes, ya sean primordios y hojas o yemas laterales (la principal fuente de citocininas son 

las raíces). La relación auxina-citocinina in vitro es indispensable para la morfogénesis de los 

meristemos, por lo que las investigaciones actuales se centran en encontrar la concentración 

óptima, tanto de auxina como de citocinina, tomando en cuenta las variaciones de respuesta 

interespecífica que presentan los vegetales (Hurtado y Merino, 1988). Un coeficiente 

auxina/citocinina menor que la unidad favorece la formación de raíces; esta relación puede 



modificarse en favor de las citocininas sin alterar la concentración de una u otra, al introducir 

un simple inhibidor deauxina inclinando la balanza a favor de las citocininas (Murashige-Skoog. 

1962). 

Al comparar la habilidad de 5 auxinas para la inducción de callo de hojas jóvenes y 

tejidos de meristemo de ajo {A. sativum L.) Nagasawa y Finer (1988), encontraron que la más 

efectiva fue el 2,4-D (0.1- 3.0 mg/1) y 2,4-T (0.1- 0.3 mg/1). Matsubara y Chen (1989), 

estudiaron los efectos del ANA y BA sobre el vigor de plántulas de ajo, obtenidos de ápices de 

tallo in vitro y su aclimatación en campo. A 60 días del cultivo, el crecimiento de las plántulas 

fue normal y vigoroso cuando fueron producidas en medio MS con NAA y BA, ambos a 

O.Olmg/l. 

Al trabajar el medio de cultivo Murashige-Skoog (MS) y diversos cultivares de ajo, Conci 

et al(1986) mencionan que las respuestas varían dependiendo del cultivar; su medio más 

adecuado contenía 0.1 mg/1 de AIA y 0.1 mg/1 de Cinetina; de igual manera Lassocinski et al., 

(1986), aplicaron la técnica de cultivo de brotes y mencionan que el mejor crecimiento de los 

explantes se ootuvo con el medio de Gamborg suplementado con 1 mg/1 de BA y sin Auxina o 

bien 1.0 mg/1 de Cinetina y 0.1 mg/1 de ANA. 

Bovo y Mroginski (1985), mencionan que la adición de 100 mg/1 de rnio-inosito! en M3 

suplementado con 0.1 ó 0.01 mg/1 de ANA duplicó el porcentaje de meristemos de ajo que dan 

plantas enteras, en cambio la adición de AG (Acido Giberélico) tuvo un efecto opuesto. 

Plaper et al.,(1991), indican que una concentración de 0.1 ¿¿M de Ac. Jasmónico (JA) 

estimula el desarrollo de yemas aisladas de ajo (Allium sativum L. c.v. Ptuj), después de 2 

semanas de cultivo. Sin embargo, las yemas en un medio con 10 ¿iM de JA fueron retrasadas 

en crecimiento. 

Bustamante y Muñoz (1993), en investigaciones sobre cultivo in vitro de ajo en medio 

MS conteniendo cinetina (K) o benziladenina (BA) en 0.5, 1.0 y 2.0 mg/1 + 0.1 mg/1 de Ac. 

Naftalenacético (NAA), encontraron que el porcentaje de explantes con brotes y el número de 

brotes por explante fueron más altos con BA que con K y el control (sin reguladores de 

crecimiento); sin embargo la longitud de la hoja, el porcentaje de explantes con raíces y el 

número de raíces por explante fueron superiores con K que con BA y el control. Sin embargo. 



morfológicamente las plantas fueron superiores con K, especialmente en las más bajas 

concentraciones. 

I N D U C C I O N DE BULBOS. 

Las variedades comerciales de ajo (AUium sativum L.) son propagadas vegetativamente 

debido a su esterilidad sexual, tomando muchos años para producir un número suficiente de 

bulbos-semillas para prácticas de cultivos de una nueva variedad; además algunos virus son 

transmitidos a través de bulbo-semilla (Nagakubo et al., 1993). Las plantas libres de virus 

producidas a través de cultivo de ápice de brote son útiles para mejorar la producción y calidad 

del cultivo (Bhojwani y Bhojwani et al., citados por Nagakubo et al., 1993). 

La formación de bulbillos in vitro de ajo ha sido reportado por diversos investigadores 

tales como Abo El-Nil; Bhojwani et al.,-, Moriconi et al., citados por Nagakubo et al., (1993) 

y por Matsubara y Chen (1989). 

Un procedimiento para regeneración de brotes y bulbos in vitro de ajo y chalote es 

descrito por Yasseen et al., (1993,1994). Los brotes apicales fueron sometidos a 3 o 4 cortes 

longitudinales a través del plano meristemático desde, la base hacia el ápice. Los explantes fueron 

cultivados er. medios de Murashige Skcog (MS) conteniendo 4.4 juM de Benziladenina (BA) o 

0.15 nM de Thidiazuron (TDZ) y 1.2 fiM de Ac. Indol Butírico (IBA). Los brotes apicales 

sujetos a corte produjeron cerca de 9 brotes mientras que los explantes no cortados (testigos) 

produjeron 1 ó 2 brotes. Los brotes regenerados fueron inducidos a bulbos en MS conteniendo 

5 gr/1 de Carbón activado y 120 gr/1 de Sacarosa bajo fotoperíodo de día largo. Los bulbos 

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

Matsubara y Chen (1989), lograron formación de bulbo a partir de plántulas de ajo 

obtenidas in vitro por ápices de tallo, después de 60 días de transferidas a un medio conteniendo 

NAA y BA en concentraciones iguales al medio inicial (ambos a 0.01 mg/l ó NAA a 0.1 mg/l 

y BA a 0.01 mg/Ij; los bulbos pequeños fueron subcultivados en los mismos medios de cultivo 

obteniéndose plantas después de 50 días de aclimatación bajo condiciones de 20°C con 16 horas 

luz: con lo cual el porcentaje de sobrevivencia fue de 30 a 50 en perüta. 



TECNICAS ASEPTICAS 

l impor t anc i a del mantenimiento de un medio ambiente estéril es fundamental durante 

el cultivo de tejidos vegetales para evitar la contaminación microbial, por lo cual; es necesario 

el uso de vanas técnicas empleadas para la esterilización de cristalería, instrumentos 

quirúrgicos,líquidos y material vegetal. 

Los métodos pueden ser clasificados como sigue: calor seco, calor húmedo, ultrafiltración 

y esterilización química (Dodds y Roberts, 1986). 
t 

En el presente trabajo se procedió a la esterilización mediante el calor húmedo. Este 

procedimiento emplea una autoclave operada con vapor bajo presión. Una olla de presión casera 

puede ser usada. Para la esterilización de productos de papel, cristalería, instrumentos y 

volúmenes de líquido que no excedan de 50 cc por contenido, una presión de vapor de 15 Ib. 

a una temperatura de 121 °C (250°F) es aplicada por 15 minutos. El tiempo mínimo de 

esterilización aumenta con un incremento en el volúmen de líquido. Por ejemplo, con éstas 

condiciones de presión y temperatura 75 cc de líquido, por recipiente, requiere 20 minutos, de 

250 a 500 cc requiere 25 min y un periodo de 30 min es necesario para 1000 cc (Biondi y 

Thorpe, citados por Dodds y Roberts 1986). 

El tiempo prolongado de autoclave debe ser evitado, debido a que produce la 

descomposición de los compuestos presentes en el medio. 

Después de la autoclave, ios objetos deberán ser colocados en estufa de secado (T < 

60°C) por un tiempo breve a fin de evaporar la humedad condensada. El vapor en la cámara de 

la autoclave debe penetrar el material. Una temperatura de 121°C por sí misma no puede lograr 

la esterilización. Con la excepción de los matraces, el resto del material deberán ser envueltos 

en papel. Aunque las laminillas de aluminio son comunmente usados como una envoltura, éste 

es impermeable a la corriente de vapores y por lo tanto no es recomendable (Hamilton, citado 

por Dodds y Roberts, 1986). 

Otro de los calores húmedos de la esterilización es un baño de agua hirviendo. Los 

artículos son colocados en agua hirviendo conteniendo Carbonato de Sodio (2 % w/v) por 20 

min. Todos los microorganismos vegetativos podrían ser destruidos, aunque unas pocas esporas 

altamente resistentes podrían sobrevivir al tratamiento (Hamilton; Collins y Lyne, citados por 

Dodds y Roberts, 1986). 



DES INFESTACION 

Los métodos de des infestación pueden excluir todos ios microorganismos no infecciosos 

asociados superficialmente, esto es importante porque todos los medios empleados contienen 

nutrientes que facilitan el crecimiento de bacterias y bongos, y la asepsia es fundamental para 

el cultivo de Tejidos Vegetales (Dodds y Roberts, 1986). 

Hurtado y Merino (1988), publicaron que el material vegetativo contiene en ¡a superficie 

una abundante microflora que debe ser eliminada por medio de una desinfestación antes del corte 
i 

del tejido u órgano que será empleado como inoculo. El agente desinfestante más adecuado, asi 

como su concentración y el tiempo de des infestación, debe ser determinado empíricamente 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 a 2 y 2 a 10% respectivamente. 

También puede ser empleado el peróxido de hidrógeno (agua oxigenada), agua de bromo, nitrato 

de plata y cloruro de mercurio. Usualmente, antes de colocar el material vegetativo en contacto 

con el agente des infestante, se sumerge en alcohol etílico al 70% durante 30 segundos (dip), con 

lo cual se eliminan las grasas de las hojas y se permite una mejor penetración del agente 

desinfestante en el material. 

La mayoría de los blanqueadores comerciales contienen un agente humectante, pero se 

recomienda emplear unas gotas de algunos de ellos como detergente líquido, por ejemplo 

"Tween". Los agentes des infestantes posteriormente son eliminados por medio de varios lavados 

con agua destilada esterilizada. 



O R I G I N A L I D A D 

Va que en ia actualidad no existen estudios sobre cultivo in vitro de brotes 

de ajo de las variedades que se utilizan en el estado de Nuevo León, México, ésta 

investigación pretende establecer las bases técnicas y científicas para la 

propagación masiva in vitro de ajo, así como definir las metodologías y 

mecanismos para su aplicación que permitan en un futuro próximo la obtención 

de plantas libres de nemátodos. 

H I P O T E S I S 

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

diferentes medios de cultivo en cada una de las etapas de la regeneración in vitro. 



M E T O D O L O G I A 

DESCRIPCIÓN DEL ÁREA DE TRABAJO. 

Esta investigación se llevó a cabo en el laboratorio de Biología Celular de la Facultad de 

Ciencias Biológicas de Ja U.A.N.L. 

El trabajo experimental comprendió el período de Octubre de 1992 a Septiembre de 1993. 
< 

MATERIAL EXPERIMENTAL 

El material biológico utilizado en el presente trabajo fueron tres variedades de "ajo" ( 

AUium saiivum L.) Cadereyta, Celaya y Taiwan: proporcionadas por el proyecto Producción de 

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

METODOLOGÍA DEL EXPERIMENTO 

El desarrollo de la investigación comprendió cuatro fases: 

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

Se "desgranaron" manualmente los bulbos de cada una de las variedades de ajo 

(Cadereyta. Celaya y Taiwan) y se les eliminó la membrana a ios 'dientes" (Fig. 1); éstos se 

colocaron en frascos limpios y se sometieron a una temperatura de aproximadamente 5°C 

(temperatura de refrigerador) por un período de 2 semanas de acuerdo a Reglas Internacionales 

para el Ensayo de Semillas (1959). 

Fase ü . - DESINFESTACION 

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

segundos. 

2.- Se pasaron a una solución de Hipoclorito de Sodio comercial al 20% v/v y de 2 a 4 

gotas de detergente no iónico tween 20 por 15 minutos. 

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

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





Fase III.- BROTACION DEL "DIENTE" DE AUium sativum L. 

El material desinfectado se sembró en recipientes de vidrio con capacidad de 120 mi., 

conteniendo como sustrato 30 mi. de agar ai 0.7% esterilizado. El instrumental utilizado en la 

disección, fue flameado constantemente para asegurar las condiciones asépticas que deben 

prevalecer dentro de la campana de flujo laminar. Los recipientes se colocaron a luz y 

temperatura ambiente. 

Fase IV.- AISLAMIENTO Y SIEMBRA DE LOS BROTES DE AUium sativum L. 

in viíro. 

Esta etapa del proceso consiste en la obtención del inoculo, esto es la región meristmática 

de la yema vegetativa, más dos primordios foliares; el cual fue obtenido en condiciones asépticas 

a partir del diente brotado. L.os inóculos resultantes presentaban un color crema y el tamaño 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 inóculos fueren sembrados en: 

1).- Sales Básicas de Medio de Cultivo Murashige-Skoog (MS) (1962) (Cuadro 1), 

también llamado Medio Universal; adicionado con los compuestos orgánicos Mio-inositol 100 

mg/1, Tiamina.HCl 0.4 mg/l, ^c nicotínico 0.5 mg/l, Piiidoxina.HCL 0.1 mg/1, Glicina 2.0 

mg/l, Hemisulfato de Adenina 80 mg/1, Sacarosa 30 gr/1 y las combinaciones de 3 niveles de 

los reguladores de crecimiento Ac. Indolacético (IAA) 0.0, 0.01 y 0.03 mg/1 y de Cinetina (K) 

0.0, 0.1 y 1.0 mg/l, 7 gr/1 de Agar. El pH se ajustó a 5.7 con NaOH 0.1 N ó HCL 0.1 N 

previa adición al agar y se llevó a esterilizar en olla de presión a una temperatura de 121 °C a 

15 libras de presión durante 15 minutos. 

2) Sales Básicas de Medio de Cultivo Gamborg, Miller y Ojima (1968), conocido también 

como B5 (Cuadro 2); adicionado con los compuestos orgánicos Mio-inositol 100 mg/l, 

Tiamina.HCL 0.4 mg/l, Ac. nicotínico 1.0 mg/l, Piridoxina.HCL 1.0 mg/l, Hemisulfato de 

Adenina 80 mg/l. Sacarosa 20 gr/1 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 

y 7 gr/¡ de Agar.El pH se ajustó a 5.5 con NaOH 0.1 N ó HCL 0.1 N previa adición al agar 

y se esterilizó en olla de presión a una temperatura de 121CC a 15 libras por 15 miputos. 



Cuadro 1. Sales básicas del medio de cultivo Murashige-Skoog, 1962 (MS). 

SALES mg/1 

M A C R O E L E M E N T O S 
NH4NO3 Nitrato de Amonio 1650 
KNO3 Nitrato de Potasio 1900 
CaCI,.2H zO Cloruro de Calcio 440 
CaCl2 Cloruro de Calcio (Anhidro) 332 
MgS04.7H , 0 < Sulfato de Magnesio 370 
KH 2PO 4 Fosfato de Potasio 170 

M I C R O E L E M E N T O S 

Na2EDTA EDTA-disódico 37.3 
FeS04 .7H20 Sulfato Ferroso 27.8 
H3BO3 Acido Bórico 6.2 
MnS04 .H 2 0 Sulfato de Manganeso 16.9 
ZnS04 .7H 2 0 Sulfato de Zinc 8.6 
KI Yoduro de Potasio 0.83 
Na2 MoO 4 . 2 H , 0 Molibdaio de Sodio 0.25 
CUS04.5H 2 0 Sulfato de Cobre 0.025 
COC12.6H 2 0 Clomro de Cobalto 0.025 

Cuadro 2. Sales básicas del medio básico Gamborg, Miller & Ojima, 1968 (BS). 

SALES mg/1 

KNO3 Nitrato de Potasio 2500 
Cacl2.2H 2 0 Cloruro de Calcio 150 
MgS04 .7H 2 0 Sulfato de Magnesio 250 
NaH2PO 4 .H 2 0 Fosfato de Sodio 150 
KI Yoduro de Potasio 0.75 
H 3 B0 3 Acido Bórico 3.0 
MnSO„.H 2 0 Sulfato de Manganeso 10.0 
ZnS04 .7H 2 0 Sulfato de Zinc 2.0 
Na : MoO 4.2H , 0 Molibdato de Sodio 0.25 
CuS04 .5H 2 0 Sulfato de Cobre 0.025 
COC12.ÓH 2 0 Cloruro de Cobalto 0.025 
Na,EDTA EDTA Disodico 37.3 
FeS04 .7H 2 0 Sulfato Ferroso 27.8 

1 5 
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La preparación de ambos medios se realizó con agua bidestilada. 

Los cuJnvos se mantuvieron con un fotoperiodo de 16 hrs. luz (lámpara 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 cultivo (MS v B5) se obtuvieron 18 tratamientos, quedando estos de la siguiente 

manera: 

i 

TRATAMIENTO SALES BASICAS REGULADOR D E 
MEDIO DE C U L T I V O C R E C I M I E N T O 

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 . 0 Ì + 0.0 
8 MS + C.03 + 0.1 
9 MS + 0.03 + 1.0 
10 B5 + 0.0 + 0 .0 
11 B5 + 0 .0 + 0.1 
12 B5 + 0 .0 + 1.0 
13 B5 + 0.01 T 0 .0 
14 B5 + 0.01 + 0.1 
15 B5 + 0.01 + 1.0 
16 B5 + 0.03 + 0.0 
17 B5 + 0.03 + 0.1 
18 B5 + 0 .03 + 1.0 

De los cuales se efectuaron 12 repeticiones para cada una de las 3 variedades de ajo, 

dando esto un total de 648 unidades experimentales. 

La evaluación de las variables se efectuó a ocho semanas de realizado el cultivo in vitro\ 

posteriormente se eligieron al azar 6 de las 12 repeticiones de cada una de las variedades de los 

18 tratamientos. 



Las variables evaluadas fueron: Longitud Inicial de Brote, Longitud Final de Brote, 

Numco de Hojas, Peso Fresco. Presencia ó Ausencia de Raíz y Presencia o Ausencia de Bulbo. 

A las veinte semanas del cultivo in vitro se efectuó la toma de datos a las unidades 

experimentales restantes tomándose en cuenta solo las variables Presencia ó Ausencia de Raíz 

y Presencia ó Ausencia de Bulbo. 

Los análisis estadísticos se realizaron mediante la aplicación del paquete; Statistical 

Package for the Social Sciences (SPSS). 

El método estadístico aplicado en las variables Longitud Inicial de Brote, Longitud Final 

de Brote, Número de Hojas y Peso Fresco fue el Diseño Factorial de Análisis de Varianza 

(ANYA) de Fjsher (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. 

Realizándose, además, una comparación múltiple de medias por el método de Scheffé, 

para las diferencias significativas encontradas. 

Las variables Presencia ó Ausencia de Raíz y Presencia ó Ausencia de Bulbo fueron 

analizadas mediante las pruebas no paramétricas de X2 (tablas de contingencia) y correlación de 

Pearson R. 



R E S U L T A D O S Y D I S C U S I O N 

Fase I.- ESTRATIFICACION (período de pre-enfriado) 

Los ajos de las tres variedades sometidas a la estratificación durante los meses de Octubre 

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 brotación, observándose un 

crecimiento de hasta I nyn. de longitud. 

Se sabe que los tratamientos de frío dados a los dientes "semilla" adelantan el inioo de 

bulbjficación y acortan los ciclos vegetativos en las plantas originadas por ellos 

(lgnatiev (1972), Starikova (1976), Ledesma et ú/.,(1980), citados por Ledesma et a/.,19S3). 

Fases U y ID.- DES INFESTACION Y BROTACION DEL "DIENTE" DE Aiiium 

sativum L. 

La técnica de desinfestación, así como los tiempos empleados son considerados como los 

más adecuados para las tres variedades trabajadas. Conci et al., (1986), mencionan que al 

aumentar la concentración de hipoclorito de sodio (NaOCI) del 1 al 5 % por 15 minutos, 

disminuye la contaminación de un 75 a un 2 % en siete diferentes tipos clónales de ajo. Como 

puede observarse el resultado obtenido en la presente investigación coincide con lo citado 

anteriormente ya que al aumentar la concentración del agente desinfestante (20 % v/v NaOCI) 

con un tiempo de 15 minutos no se presentó contaminación durante la fase de brotación y se 

mantuvieron los tejidos en óptimas condiciones para su manejo. Por el contrario, Nome et ai., 

citado por Conci et al., (1986), al variar el tiempo de 5 a 40 minutos y manteniendo constante 

la concentración de NaOCI (5%) observaron una excesiva maceración de los explantes en los 

tiempos más efectivos. 

Se observaron brotes de 0.5 a 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, 

presentaban además desarrollo de raíces 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). 



Fig. 2. Brotación de dientes de ajo en agar-agar. Variedad Taiwan: A) Brote y B) Raíces. 



Fase IV.- AISLAMIENTO Y SIEMBRA DE LOS BROTES DE AUíum sativum L. 

in viXro. 

A partir de la primera semana de la siembra de los inóculos en los medios de cultivo, se 

observó 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 mayoría de los tratamientos. Esto difiere con lo 

mencionado por Osuna (1991), quien destaca que en términos generales las monocotiledóneas 
t 

han mostrado mayor dificultad para su desarrollo in vitro que las dicotiledóneas, y que los 

avances importantes se han registrado principalmente en cereales, con la obtención de haploides 

y la inducción de embriogénesis somática. 

A ocho semanas del cultivo in vitro se observó desarrollo de 1 a 7 hojas en las tres 

variedades de ajo en los 18 tratamientos. 

Hubo formación de callo color café y amarillo pálido en algunas unidades experimentales 

de la mayoría de los tratamientos. Callos con características parecidas fueron inducidos por 

Osuna (1991), en 16 tratamientos de MS conteniendo 2,4-D/BAP a partir de explantes de mijo, 

mediante la técnica de ápice de brote; por Heyser y Nabors (1982), usando varias partes de la 

planta de mijo proso y por Manzano (1993), en 12 tratamientos de MS conteniendo 2,4-D ó 

2,4,5-T con explantes verdes y etiolados de zacate buffel a partir de ápice de brote de plántulas 

regeneradas asépticamente. Ochoa y García (1990), indujeron callos compactos en todos sus 

tratamientos con combinaciones de IAA/K (ambos 1-50 ¿tM) en chile pimiento , y observaron 

que el crecimiento de los mismos fue promovido por altas concentraciones de LAA 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 formación de callo el nivel de K fue mayor (0.03 mg/1 

de IAA y 0.1 mg/1 de K y 0.03 mg/1 de IAA y 1.0 mg/1 de K). 

El desarrollo de raíces (Fig. 3) sólo se obtuvo en los tratamientos con 0.03 mg/1 de IAA 

y 1.0 mg/1 de K del MS y con 0.03 mg/l de IAA y 0.1 mg/1 de K del B5 en Ja variedad Ceiaya 

y en el testigo del medio B5 en la variedad Cadereyta. El inicio de formación de bulbo (Fig.4) 

se presentó en el tratamiento con 0.1 mg/1 de K y sin IAA del MS, en la variedad Celaya, en 

el de 1.0 mg/1 de K y sin IAA del MS en las tres variededades y en el de 0.03 rng/l de ÍAA y 



F.g. 3. Desarrollo de raíces en plántulas de ajo in vitro a 8 semanas del cultivo. 
A) Variedad Cadereyta (M.S. con 0.01 mg.l-1 IAA y l mg.l-1 de K). 
B) Variedad Celaya (M.S. con 0.03 mg.l-' IAA y 1 mg.l-1 de K). 

i'- * 
> , 

•¿i* 

Fig. 4. Inicio de formación de bulbo a 8 semanas del cu'.:ivo in vitro. 
A) Variedad Cadereyta (1 mg.l-1 de K y sin IAA'. 
B) Variedad Taiwan (0.01 mg.l-1 de K y sin IAA). 



1.0 mg/1 de K de! MS en las variedades Cadereyta y Celaya. éstos eran de color verde brillante 

en Cadereyta y Taiwan y de color lila en la Celaya. 1:1 mayor peso fresco (0.1954 g) se obtuvo 

generalmente en la variedad Taiwan. 

En los cuadros 3 al 12 se indican los valores promedio, desviación estandar y coeficiente 

de correlación de las variables: Longitud Inicial de Brote, Longitud Final de Brote, diferencia 

entre Longitud Final de Brote menos Longitud Inicial de Brote, Número de Hojas y Peso Fresco, 

en los cuales se puede observar que existen diferencias entre los tratamientos y las variedades < 
en algunas variables. 

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

TRATA-
MIENTOS 

MEDIA DESV. ESTANDAR COEF. VARIACION 
(%) 

1 3 . 2 8 5 7 0 . 4 6 8 8 14 . 2 6 
2 3 . 3 7 5 0 0 . 5 0 0 0 14 . 8 1 
3 3 . 3 5 7 1 0 . 6 3 3 3 1 8 . 8 6 
4 3 . 7 2 2 2 0 . 9 5 8 3 2 5 . 7 4 
5 3 . 5 6 2 5 0 . 5 1 2 3 1 4 . 3 8 
6 3 . 4 1 1 8 0 . 6 1 8 3 1 8 . 1 2 
7 3 . 5 3 3 3 0 . 7 4 3 2 2 1 . 0 3 
8 3 . 3 3 3 3 0 . 4 8 5 1 1 4 . 5 5 
9 3 . 3 7 5 0 0 . 7 1 8 8 2 1 . 2 9 

10 3 . 5 8 3 3 0 . 7 9 3 0 22 . 1 3 
1 1 3 . 5 3 3 7 0 . 8 8 7 2 2 5 . 10 
12 3 . 2 3 5 3 0 . 4 3 7 2 1 3 . 5 1 
13 3 . 3 3 3 3 0 . 4 8 8 0 14 . 64 
14 3 . 5 0 0 0 0 . 8 5 4 9 2 4 . 4 2 
15 3 . 6 6 6 7 0 , 9 7 5 9 2 6 . 6 1 
16 3 . 5 0 0 0 0 . 7 3 0 3 2 0 . 8 6 
17 3 . 3 1 2 5 0 . 4 7 8 7 14 . 4 5 
18 3 . 4 0 0 0 0 . 5 0 7 1 14 . 9 1 

TOTAL 3 . 4 4 4 2 0 . 6 6 7 4 



Cuadro 4. Valores promedio y desviación estandar obtenidos para la Longitud Final de Brote 
en cada uno de los 18 Tratamientos. 

TRATA-
MIENTOS 

MEDIA DESV. ESTANDAR COEF. VARIACION 
(%) 

1 12 . 0 0 0 0 1 0 . 0 0 0 0 8 3 . 3 3 
2 2 4 . 3 7 5 0 4 9 . 0 3 4 5 2 0 1 . 1 6 
3 3 4 . 9 2 8 6 4 8 . 9 5 1 3 1 4 0 . 1 4 
4 32 . 2 7 7 8 5 3 . 2 3 1 8 1 6 4 . 9 1 
5 5 . 7 5 0 0 2 . 5 9 4 9 4 5 . 1 2 
6 8 1 . 8 8 2 4 8 0 . 6 6 5 9 9 8 . 5 1 
7 J . 7 6 . 6 0 0 0 8 6 . 7 7 8 7 4 9 . 1 3 
8 23 . 5 0 0 0 3 5 . 0 4 6 6 1 4 9 . 1 3 
9 1 2 8 . 9 3 7 5 1 3 2 . 0 0 2 3 1 0 2 . 3 7 

10 52 . 5 0 0 0 58 . 3 3 3 7 1 1 1 . 1 1 
11 3 1 . 9 2 8 6 3 0 . 0 3 7 1 9 4 . 0 7 
12 73 . 5 8 8 2 7 0 . 5 9 9 3 9 5 . 9 3 
13 3 8 . 8 6 6 7 4 6 . 5 8 4 6 1 1 9 . 8 5 
14 2 8 . 0 0 0 0 4 3 . 3 3 5 9 1 1 1 . 8 8 
15 3 8 . 7 3 3 3 4 3 . 2 2 4 4 1 1 1 . 5 9 
16 9 . 8 1 2 5 7 . 8 5 8 9 8 0 . 0 9 
17 1 3 1 . 7 5 0 0 8 5 . 1 8 5 7 6 4 . 6 5 
18 5 3 . 3 3 3 3 4 4 . 9 8 6 8 8 4 . 3 5 

T o t a l 5 4 . 3 3 3 3 74 . 7 8 0 2 

Cuadro 5. Valores promedio y desviación 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 . 7 1 4 3 9 . 6 7 4 9 1 1 1 . 0 2 
2 2 1 . 0 0 0 0 4 9 . 0 5 7 8 2 3 3 . 6 0 
3 3 1 . 5 7 1 4 4 9 . 0 0 6 6 1 5 5 . 22 
4 2 8 . 5 5 5 6 5 2 . 9 8 7 5 1 8 5 . 5 5 
5 2 . 1 8 7 5 2 . 4 2 8 1 1 1 0 . 9 9 
6 7 8 . 4 7 0 6 80 . 8 5 1 0 1 0 3 . 0 3 
7 1 7 3 . 0 6 6 7 86 . 8 8 7 0 5 0 . 2 0 
8 2 0 . 1 6 6 7 35 . 1 3 3 8 1 7 4 . 2 1 
9 1 2 5 . 5 6 2 5 1 3 2 . 1 8 8 2 1 0 5 . 2 7 

10 4 8 . 9 1 6 7 58 . 7 3 4 3 1 2 0 . 0 7 
1 1 2 8 . 3 9 2 9 3 0 . 3 3 6 7 1 0 6 . 8 4 
12 7 0 . 3 5 2 9 7 0 . 5 7 2 6 1 0 0 . 3 1 
13 3 5 . 5 3 3 3 46 . 6 0 9 1 1 3 1 . 1 7 
14 2 4 . 5 0 0 0 43 . 1 5 2 2 1 7 6 . 1 3 
15 3 5 . 0 6 6 7 4 3 . 1 7 1 5 1 2 3 . 1 1 
16 6 . 3 1 2 5 7 . 6 9 1 7 1 2 1 . 8 4 
17 1 2 8 . 4 3 7 5 85 . 1 3 4 4 66 . 2 8 
18 4 9 . 9 3 3 3 4 5 . 2 2 7 2 9 0 . 5 7 
T o t a l 5 1 . 2 1 7 6 74 . 8 3 5 4 



Cuadro 6. Valores promedio y desviación estandar obtenidos para el Número de Hojas en 
cada uno de los 18 Tratamientos. 

TRATA-
MIENTOS 

MEDIA DESV. ESTANDAR COEF. VARIACION 
(%) 

1 0 . 7 8 5 7 0 . 9 7 5 0 1 2 4 . 0 9 
0 . 9 3 7 5 1 . 3 4 0 1 1 4 2 . 9 4 

3 1 . 7 8 5 7 1 . 5 7 7 7 8 8 . 3 5 
4 1 1 1 1 1 1 . 5 2 9 7 1 3 7 . 67 
5 0 . 3 7 5 9 0 . 5 1 9 1 1 6 5 . 0 9 
6 B . 2 3 5 3 2 . 3 3 2 6 1 0 4 . 3 5 
7 4 6 0 0 0 1 . 8 8 2 2 4 0 . 9 1 
8 0 7 2 2 2 0 . 8 9 4 8 1 2 3 . 89 
9 3 5 0 0 0 2 . 5 0 3 3 7 1 . 5 2 

10 2 . 4 1 6 7 2 . 0 2 0 7 8 3 . 6 1 
1 1 i . 6 4 2 9 1 . 9 4 5 7 1 1 8 . 4 3 
12 3 . 1 7 6 5 1 . 8 4 5 1 5 8 . 0 8 
13 1 . 8 0 0 0 1 . 6 9 8 7 94 . 3 7 
14 1 5 7 1 4 1 . 6 9 6 8 1 0 7 . 9 8 
1 5 2 . 2 6 6 7 1 . 9 0 7 4 8 4 . 1 4 
16 1 . 0 0 0 0 1 . 0 9 5 4 1 0 9 . 5 4 
17 4 . 6 8 7 5 1 . 8 8 7 5 4 0 . 2 6 
18 3 1 3 3 3 1 . 6 8 4 7 5 3 . 7 6 
T o t a l 2 0 8 6 3 2 . 0 7 6 1 

Cuadro 7. Valores promedio y desviación estandar obtenidos para el Peso Fresco en cada 
uno de los 18 Tratamientos. 

TRATA-
MIENTO 

MEDIA DESV. ESTANDAR COEF. VARIACION 
<%) 

1 0 . 0 7 0 8 0 . 0 7 5 6 1 0 6 . 7 7 
2 0 . 1 0 4 5 0 . 1 2 1 4 1 1 6 . 1 7 
3 0 . 1 6 0 6 0 . 1 3 4 0 8 3 . 4 3 
4 0 . 1 1 9 1 0 . 1 3 2 9 1 1 1 . 5 8 
5 0 . 0 2 6 9 0 . 0 2 0 7 76 . 9 5 
6 0 . 2 0 0 3 0 . 2 0 6 8 1 0 3 . 2 4 
7 0 . 5 0 2 2 0 . 3 0 9 0 6 1 . 5 2 
S 0 . 0 7 4 3 0 . 0 8 9 2 1 2 0 . 0 5 
9 0 . 3 7 2 4 0 . 3 3 1 2 8 8 . 9 3 

10 0 . 1 0 4 9 0 . 0 6 2 9 59 . 9 6 
1 1 0 . 0 6 7 0 0 . 0 4 1 0 6 1 . 1 9 
12 0 . 1 5 3 7 0 . 0 8 6 1 56 . 0 1 
13 0 . 1 2 1 0 0 . 0 7 9 0 6 5 . 2 8 
14 0 . 0 8 9 6 0 . 0 7 7 6 86 . 6 0 
15 0 . 1 5 1 1 0 . 0 8 4 2 5 5 . 72 
16 0 . 0 5 1 7 0 . 0 5 1 7 1 0 0 . 0 0 
17 0 . 2 1 0 2 0.12S2 6 0 . 0 8 
18 0 . 1 4 5 7 0 . 0 9 6 6 66 . 3 0 

T o e a ' l 0 . 1 5 2 0 0 . 1 8 1 0 



Cuadro 8. Valores promedio y desviación estandar obtenidos para la Longitud Inicial de 
Brote en cada una de las Variedades de AUium solivian L. 

VARIEDAD MEDIA DESV. ESTANDAR C0EF . VARIACION 
(%) 

1 3 . 0 5 2 1 0 . 2 2 3 4 7 . 3 1 
2 3 . 0 5 8 5 C . 2 5 2 5 8 . 2 5 
3 4 . 2 8 4 1 0 . 5 0 1 7 1 1 . 7 1 

T o t a l 3 . 4 4 4 2 0 . 6 6 7 4 

\ 

Cuadro 9. Valores promedio y desviación estandar obtenidos para la Longitud Final de Brote 
en cada una de las Variedades de AUium sativum L. 

VARIEDAD MEDIA DES ^ . ESTANDAR COEF. 
( 
VARIACION 
%) 

1 53 . 1 2 5 0 77 . 8 2 9 1 1 4 6 . 5 0 
2 64 . 3 1 9 1 86 . 0 3 2 2 1 3 3 . 7 5 
3 4 6 . 0 2 2 7 55 . 6 7 2 5 1 2 0 . 9 6 

T o t a l 54 . 6 6 1 9 74 . 7 8 0 2 

Cuadro 10. Valores promedio y desviación estandar obtenidos para la Diferencia entre 
Longitud Final de Brote menos Longitud Inicial de Brote en cada una de las 
Variedades de AUium sativum L. 

VARIEDAD MEDIA DESV. ESTANDAR COEF. VARIACION 
(%) 

1 5 0 . 0 7 2 9 77 . 8 6 1 9 1 5 5 . 4 9 
2 6 1 . 2 6 0 6 8 6 . 0 1 9 6 1 4 0 . 4 1 
3 4 1 . 7 3 8 6 5 5 . 6 7 8 0 1 3 3 . 3 9 

T o t a l 5 1 . 2 1 74 . 8 3 5 4 



Cuadro 11. Valores promedio y desviación estandar obtenidos para el Número de Hojas en 
cada una de las Variedades de Allium sativum L. 

VARIEDAD MEDIA DESV. ESTANDAR COEF. VARIACION 
(%> 

1 1 . 9 5 8 3 2 . 1 6 6 3 1 1 0 . 6 2 
2 2 . 0 9 5 7 2 . 2 0 9 8 1 0 5 . 44 
3 2 . 2 1 5 9 1 . 8 2 8 6 82 . 5 2 

T o t a l 2 . 0 8 6 3 2 . 0 7 6 1 

% 

Cuadro 12. Valores promedio y desviación estandar obtenidos para el Peso Fresco en cada 
una de las Variedades de Allium salivum L. 

VARIEDAD MEDIA DESV. ESTANDAR COEF. VARIACION <%} 

1 0 . 1 2 8 5 •o . 1 8 6 3 1 4 4 . 9 8 
2 0 . 1 3 5 2 0 . 1 6 5 9 1 2 2 . 7 0 
3 0 . 1 9 5 4 0 . 1 8 4 7 9 4 . 5 2 

T o t a l 0 . 1 5 2 0 0 . 1 8 1 0 

Los resultados obtenidos en el Análisis 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 interacción (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 interacción (Cuadro 14), tal como 

lo reportan Conci et al., (1986), al trabajar el medio de cultivo MS y diversos cultivares de ajo 

mencionan que las respuestas varían dependiendo del cultivar. 

Longitud Final de Brote (LFB).- se muestra diferencia significativa para los tratamientos 

y su interacción con las variedades (Cuadro 13), así como en la comparación múltiple de medias 

de Scheffé en el tratamiento: 9 (0.03 mg/1 de IAA y 1.0 mg/1 de K de MS) con los tratamientos 

5 y 16 (0.01 mg/1 de IAA y 0.1 mg/1 de K de MS y 0.03 mg/1 de IAA y sin K del B5); el 

tratamiento 17 (0.03 mg/1 de IAA y 0.1 mg/l de K del B5) con los tratamientos 5, 1, y \6 (0.01 



mg/l de IAA y 0.1 mg/l de K, testigo del MS y 0.03 mg/l de IAA y sin K del B5); y el 

tratamiento 7 (0.03 mg/l de IAA y 0.0 mg/l de K de MS) con el resto, excepto con los 

tratamientos 9 y 17 (0.03 mg/l de IAA y 1.0 mg/l de K y 0.03 mg/l de IAA y 0.1 mg/I de K 

de MS y B5 respectivamente (Fig. 6); también se observa diferencia significativa para el Medio 

de Cultivo, y su interacción con lac vaciedades (Cuadro 14). 

Diferencia entre Longitud Final de Brote menos Longitud Inicial de Brote (LFB -

LIB).- se presenta diferencia significativa para los tratamientos, y su interacción con las 

variedades (Cuadro 13), para el medio de cultivo, en la interacción medio de cultivo-variedad 

(2x3) (Cuadro 14),( Fig. 7). En el análisis factorial (Variedad - Medio de cultivo - Acido 

Indolacético (IAA) - Cinetina (K) = 3x2x3x3) (Cuadro 15) se observa diferencia significativa 

con respecto a los niveles de IAA y de K; en las interacciones dobles: Variedad-lAA, Medio de 

Cultivo-lAA y Medio de Cultivo-K; así como en la interacción triple: Medio de Cultivo-IAA-K 

y en la interacción total: Variedad-Medio de Cultivo-IAA-K. 

De la comparación múltiple 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 

tratamientos 5 y 16 (0.0! mg/l de IAA y 0.1 mg/l de K de MS y 0.03 mg/l de IAA y sin K del 

B5); el tratamiento 17 (0.03 mg/l de IAA y 0.1 mg/l de K del B5) con los tratamientos 5, 1, y 

16 (0.01 mg/l de IAA y 0.1 mg/l de K, testigo del MS y 0.03 mg/l de IAA y sin K del B5); y 

el tratamiento 7 (0.03 mg/l de IAA y 0.0 mg/l de K de MS) con el resto, excepto con los 

tratamientos 9 y 17 (0.03 mg/l de IAA y 1.0 mg/l de K y 0.03 mg/I de IAA y 0.1 mg/l de K 

de MS y B5 respectivamente) (Fig. 8). En éstos tratamientos (7 y 9 de MS) se observa que en 

el nivel de mayor concentración de IAA hay mayor crecimiento, la mejor respuesta en el medio 

de cultivo Gamborg, Miller y Ojima (1968), se encontró 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 iniciación de raíz y la elongación 

de brotes es aumentada, y con lo obtenido por ICartha (1981), en plantas de chícharo en medio 

B5 en donde la diferenciación de brote y raíz (planta completa) es activada usando 1.0 /íM de 

NAA como la única hormona aplicada exógenamente. 



FIGURA 5. LONGITUD INICIAL DE BROTE (mm.) 
PARA CADA UNA DE LAS VARIEDADES. 

CADEREYTA CELAYA 

VARIEDADES 

TAIWAN 

FIGURA 6 . LONGITUD FINAL DE BROTE (mm. ) PARA 

CADA UNO DE LOS TRATAMIENTOS. 
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TRATAMIENTOS (1-9 MS;iO-18 85) 



Esto indica que los niveles endógenos de citocininas sintetizados o presentes en el 

mcristemo se aproxima al balance requerido citocinina : auxina (en asociación con ta NAA 

aplicada exógenamente) llevando casi a la regeneración de la planta completa. Cualquier 

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

Número de Hojas (NH).- En esta variable se establece diferencia significativa para los 

tratamientos, y para el̂  medio de cultivo,(Cuadros 13 y 14). 

En la comparación múltiple de medias se encontró que los tratamientos 7 y 17 (0.03 mg/l 

de IAA, sin K del MS y 0.03 mg/l de IAA y 0.1 mg/l de K del B5) difieren significativamente 

con los tratamientos 5, 8, 1, 2, 4 y 16 (0.01 mg/l de IAA y 0.1 mg/l de K, 0.03 mg/l de IAA 

y 0.1 mg/l de K, testigo, con 0.1 mg/l de K sin IAA, 0.01 mg/l de IAA sin K del MS y 0.03 

mg/l de IAA sin K del B5) para la variable Número de Hojas y el tratamiento 9 (0.03 mg/l de 

IAA y 1.0 mg/l de K de MS) con ei 1,5, 8, 11 y 16 (testigo, 0.01 mg/l de IAA y 0.1 mg/l de 

K, 0.03 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 IAA sin 

K del B5) para la variable (Fig. 9). 

Peso Fresco iPF).- la diferencia significativa en esta variable se muestra para los 

tratamientos y para el medio de cultivo (Fig. 7); así como para las variedades en ambos análisis 

de varianza (Cuadros 13 y 14 respectivamente). 

En la comparación múltiple de medias los tratamientos 7 (0.03 mg/l de IAA sin K de 

MS) y 9 (0.03 mg/l de IAA y 1.0 de MS) difieren significativamente con el'resto de los 

tratamientos (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 coincide con 

Rauber y Grunewaldt (1988), quienes mencionan que la habilidad para regeneración de brote esta 

controlada fuertemente por el genotipo. 
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Fig. 7. Máximo crecimiento de brote 
Variedad Cadereyta en M.S. 
Celava en medio B5 con 0.03 

(LFB-L1B) a 8 semanas del cultivo in vitro. A) 
con 0.03 mg.l-1 de IAA y sin K; B) Variedad 
mg.l-1 de IAA y 0.1 mg.l-1 de K). 



Cuadro 13 Análisis de varianza, para los tratamientos, las variedades y la interacción de 
estas, a ocho semanas del cultivo in viiro. 

FV GL L I B LFB LFB- L I B NH PF 

TRATAMIENTOS 17 . 6 4 6 3 9 . 4 7 2 7 * 9 . 4 6 4 4 * 9 . 0 5 3 2 * 9 . 9 5 6 4 * 
VARIEDADES 2 3 8 3 . 4 6 6 8 * 1 . 3 9 5 3 1 . 5 7 0 1 0 . 3 5 3 2 3 . 8 2 3 2 * 
INTERACCION 19 5 . 3 5 6 * 1 . 6 3 1 * 1 . 6 3 2 * 1 . 322 1 . 1 7 2 

* P < 0 . 0 5 
( 

LJB.Longitud I n a u l <iel Brote; LFB-Longitud Piñal del Brote; LFB - LIB«Di ferenci a «n-.r« longitud inicial y 
long; t jd fin»! <3« 1 brote KH »Nuaero de Ho;j*e y PF»Pe»o Fresco 

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

FV GL L I B LFB L F B - L I B NH PF 

MEDIO DE 1 4 . 7 6 7 * 1 0 . 1 9 2 * 1 0 . 1 9 2 * 9 . 4 4 5 * 10 . 9 3 2 * 
CULTIVO 
VARIEDADES 2 6 8 2 . 3 5 7 * 1 . 4 7 0 1 . 6 9 5 0 . 7 7 4 8 . 0 5 6 * 
INTERACCION 3 5 . 3 5 6 * 1 . 6 3 1 * * 1 . 6 3 2 * * 1 . 3 2 2 1 . 1 7 2 

* P < 0 . 0 5 ; * * P<0 . 0 1 . 



FIGURA 8 . D I F E R E N C I A ENTRE L O N G I T U D F I N A L M E N O S L O N G I T U D I N I C I A L DE 

BROTE PARA C A D A U N O DE LOS T R A T A M I E N T O S . 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6 1 7 1 8 

TRATAMIENTOS (1-9 MS; 10-18 B5) 

FIGURA 9. NUMERO DE HOJAS PARA C A D A UNO DE 

LOS T R A T A M I E N T O S . 
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TRATAMIENTOS (1-9 MS; 1 0 1 8 BS) 



Cuadro 15 Valores de F calculada del Análisis 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 L F B - L I B 

V a r i e d a d 2 2 . 1 0 3 
M e d i o d e C u l t i v o 1 0 . 2 9 0 
IAA 1 
K 

2 19 . 3 7 7 * IAA 1 
K 2 4 . 7 0 0 * 
V a r - M e d i o d e C u l t i v o 3 0 . 5 1 9 
V a r - I A A 4 3 . 3 7 6 * 
V a r - K 4 0 . 7 8 4 
M e d i o d e C u l t i v o - I A A 3 9 . 0 0 4 * 
M e d i o d e C u l t i v o - K 3 12 . 0 9 6 * 
IAA-K 4 0 . 8 6 5 
V a r - M e d . C u l t . - I A A 5 1 . 1 1 9 
V a r - M e d . C u l t . - K 5 1 . 6 1 8 
V a r - I A A - K 6 1 . 0 3 3 
M e d . C u l t . - I A A - K 5 17 . 2 4 1 * 
V a r - M e d . C u l t . - I A A - K 7 1 . 9 8 0 * 

* P < 0 . 0 5 



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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CADEREYTA C E L A Y A 

VARIEDADES 

TAIWAN 



Las pruebas no paramétricas: X2 (Tablas de Contingencia) y Correlación (Pearson R) con 

significancia (p< 0.05) para las variables presencia o ausencia de raíz y para presencia o 

ausencia de bulbo señalan: 

Presencia o Ausencia de Raíz.- 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 Asociación significativas para esta variable; similarmente Bustamante y Muñoz 

(1993), en cultivo in vitro de ajo, mencionan que el porcentaje de explantes con raíces y el 

número de raíces por expíame fueron superiores en medio MS con Cinetina que con BA y el 

control. 

Con respecto a las variedades no se presentó Dependencia ni Asosiacíón significativas 

(Cuadros 17,19,21 y 23). 

Presencia o Ausencia de Bulbo.- la formación de bulbo inició a las ocho semanas del 

cultivo in vitro, en algunas unidades experimentales de las tres variedades en el tratamiento tres 

(1.0 mg/1 de K sin ÍAA de MS), observándose que a las 11 semanas se encuentra bien definido 

(Fig. 12), éstos resultados difieren de lo reportado por Barrueto et al., (1994), los cuales 

mencionan que la formación de bulbo prominente con raíces en su medio de cultivo (i/2 de sales 

de MS y sin vitaminas) es consecuencia de la acción estimuladora de la sacarosa y del ácido 

indolbutírico (IBA) a 3.0 mg/1; de Matsubara y Chen (1989), que obtuvieron formación de bulbo 

a los 60 días después de transferir plántulas (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 

período 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 Correlación (Pearson R) con significancia (p< 0.05) muestran una 

Dependencia y Asociación significativa para la variable con respecto a los tratamientos,(Cuadros 

20 y 22), no así para las tres variedades de A. scüivum L. (Cuadros 21 y 23). 



Fig. 12. Bulbo definido a 12 semanas de inicio del cultivo in vitro en medio M.S. con 
1 mg.l-1 de K y sin 1AA en las variedades: A) Cadereyta, B) Celaya y C) Taiwan. 



Formación de doble bulbo a 20 semanas del cultivo in vitro. 
A) Variedad Cadereyta; B) Variedad Celaya en M.S. con 0.03 mg.l-1 de ÍAA y 
sin K- C) Variedad Celava en M.S. con 0.03 mg.l-' de IAA y 1 mg.l-1 de K. 



Es importante mencionar que. entre las semanas doce y veinte del cultivo in vitro, se 

observó la formación de doble bulbo en dos unidades experimentales del tratamiento 7 (0.03 

mg/l de IAA sin K ) en las variedades Cadereyta y Celaya, y en una unidad del tratamiento 9 

(0.03 mg/l de IAA y 1.0 mg/l de K) de la variedad Celaya (Fig. 13); ambos correspondientes 

al medio de cultivo Murashige-Skoog (1962), representando 0.62 y 0.31 % respectivamente, no 

significativo para el total de unidades. El segundo bulbo formado logró en la semana veinte 

características de tamaño, forma, color y desarrollo de raíces semejantes al primer bulbo. Esto 
1 

tal vez como consecuencia del uso de hemisulfato de adenina, vitaminas y reguiadores del 

crecimiento, lo cual difiere de Barrueto et al. ,(1994); Matsubara y Chen (1989), y Nagakubo 

et at.,{ 1993), que reportan formación de un bulbillo simple. 

Cuadro 16 Tabla de valores de X2 para la presencia de Raíz y Bulbo con respecto a los 
tratamientos a ocho semanas del cultivo in vitro. 

TRATAMIENTOS 

VARIABLE X* G . L . S I G N I F I C A N C I A 

R a í z 3 1 . 7 2 3 2 1 7 0 . 0 1 6 * 

B u l b o 1 9 . 5 2 1 6 6 17 0 . 2 9 9 4 

Cuadro 17 Tabla de valores de X2 para la presencia de Raíz y Bulbo con respecto a las 
Variedades de A. sativum L. a ocho semanas del cultivo in vitro. 

VARIEDAD 

VARIABLE X2 G . L . S I G N I F I C A N C I A 

R a í z 4 . 5 0 5 2 1 2 0 . 1 0 5 1 

B u l b o 0 . 4 8 1 0 5 2 0 . 7 8 6 2 



Cuadro 18 Tabla de valores de la prueba de Pearson R para la presencia de raíz y bulbo co.. 
respecto a los tratamientos a ocho semanas del cultivo in vitro. 

TRATAMIENTOS 

VARIABLE R S I G N I F I C A N C I A 

R a í z 0 . 1 2 7 7 8 0 . 0 1 6 8 * 

B u l b o - 0 . 0 6 4 0 9 0 . 1 4 3 5 

i 
Cuadro 19 Tabla de valores de la Prueba de Pearson R. para la presencia de Raíz y Bulbo 

con respecto a las variedades de A.sativum L. a ocho semanas del cultivo in varo. 

VARIEDAD 

VARIABLE R S I G N I F I C A N C I A 

R a í z 0 . 0 0 6 4 4 0 . 4 5 7 5 

B u l b o 0 . 0 3 8 0 8 0 . 2 6 3 6 

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

TRATAMIENTOS 

VARIABLE X 3 G . L . S I G N I F I C A N C I A 

R a í z 60 . 1 7 6 6 3 17 0 . 0 0 0 0 * 

B u l b o 9 7 . 3 8 8 7 6 17 0 . 0 0 0 0 * 

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

VARIEDAD 

VARIABLE X3 G . L . S I G N I F I C A N C I A 

R a í z 3 , 0 0 3 1 9 2 0 . 2 2 2 8 

B u l b o 1 . 6 9 0 2 8 2 0 . 4 2 9 5 



Cuadro 22 Tabla de valores de la Prueba de Pearson R para la presencia de raíz y bulbo con 
respecto a los Tratamientos a veinte semanas del cultivo in vitro. 

TRATAMIENTOS 

VARIABLE R SIGNIFICANCIA 

Ra* " - 0 . 1 1 6 7 9 0 . 0 2 4 8 * 

B u l b o - 0 . 3 1 4 7 3 0 . 0 0 0 0 * 

1 

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

VARIEDAD 

VARIABLE R S IGNIFICANCIA 

R a í z - 0 . 0 2 4 1 3 0 . 3 4 3 0 

B u l b o 0 . 0 3 7 7 7 0 . 2 6 3 5 



C O N C L U S I O N E S 

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

se llevó a cabo el presente estudio, se efectúan las siguientes conclusiones: 

La técnica de des infestación que consistió en etanol 70% e hipoclorito de sodio comercial 

20% (v/v), durante 15 minutos fue apropiada para lograr el establecimiento aséptico del 

cultivo in vitro en las tres variedades de ajo (Altíum sativum L.) Cadereyta. Celaya y 

Taiwan. 

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

proliferación de brote. 

El medio de cultivo Murashige-Skoog (1962) promovió 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 la variedad Taiwan. 

Los mejores resultados se obtuvieron en el medio de cultivo Murashige-Skoog (1962), 

con el nivel 0.03 mg/1 de ácido indolacético (IAA) y los niveles 0.0 y 1.0 mg/1 de 

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

La mejor respuesta en el medio de cuitivo Gamborg, Miller y Ojima (1968), se encontró 

en el nivel 0.03 mg/1 de IAA y el 0.1 mg/1 de K, y corresponde al tratamiento 17. 



R E C O M E N D A C I O N E S 

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

hacer las siguientes recomendaciones: 

Trabajar los "dientes" en forma continua durante los meses de una sola estación, para 

obtener respuestas más uniformes en el período de estratificación o pre-enfriado. 

Aumentar la concentración de cineuna para favorecer la regeneración y multiplicación 

de brote. 

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

nuevos medios de cultivo para seguimiento de su desarrollo. 

Continuar con la fase de aclimatación en condiciones de laboratorio y campo. 
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