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Establishment in vitro plants of garlic peruvian variety (Allium sativum L.)

Abstract

The in vitro establishment of two peruvian garlic clones was evaluated through the use of standardized process of
disinfection and in vitro introduction of garlic meristem clones national. The use of calcium hypochlorite (1 g.L?)
and sodium hypochlorite (0.1%) as disinfectants garlic bulblets was validated, allowing the complete elimination
of the microorganisms present in the explants and a viability of 66.3 and 64.5% in the P-007A and P-007B clones.
The in vitro culture was performed on MS basal media containing 0.5 mg L-1 naphthalene acetic acid (NAA) and
0.64 mg.L-1, 2-Isopentyl adenine (2iP), where the P-007A clone seedling development 15mm and 2.52 leaves,
whereas in P-007B clone seedling were 13.6mm and 2.16 leaves. Seedlings established Peruvian garlic clones ma-
naged development parameters in the establishment phase of the species
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Se evalud el establecimiento in vitro de dos clones de tro, 2-Isopentil adenina, validacion.

ajo peruano mediante el uso de procesos estandariza-
dos de desinfeccion e introduccion in vitro de meriste-

mos de ajo de clones nacionales. Se validé el uso de hi- Introduccién
poclorito de calcio (1 g.L) e hipoclorito de sodio (0.1%) El ajo (Allium sativum L) se caracteriza por poseer sus-
como desinfectantes, permitiendo la eliminacién total tancias nutritivas como calcio, hierro y vitamina C (Sou-
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cietal, 1994). Por sus caracteristicas organolépticas es
apetecido a nivel culinario, agroindustrial y medicinal
(Parra, 2006). El ajo no posee semilla botanica, repro-
duciéndose vegetativamente mediante bulbillos que
favorecen la transmision y acumulacién de microorga-
nismos patégenos, lo que ha causado la desaparicién
como cultivo en Colombia en los ultimos 15 afios, si-
tuacion que ha implicado que se importe mas del 90%
del producto para consumo interno (Pinzén, 2009).

Debido a la importancia que tiene el ajo en la canasta
familiar y a la alta demanda que presenta en la actua-
lidad, surge la necesidad de reproducir cultivos de alta
calidad, libres de plagas y enfermedades, que permi-
tan mejorar la produccién. En busca de soluciones a
estas exigencias surge como una alternativa o herra-
mienta viable el cultivo in vitro de tejidos utilizando
explantes sanos, con el fin de obtener material vege-
tal libre de enfermedades.

Este trabajo evalud el comportamiento de clones perua-
nos de ajo durante la etapa de establecimiento in vitro
utilizando un método estandar para clones nacionales.

Materiales y métodos

Las condiciones utilizadas en los procesos de desin-
fecciéon e introduccién de los clones peruanos de ajo
fueron estandarizadas para clones nacionales de ajo
por Bustamante y Parra (2010), en el Laboratorio de
Cultivo de Tejidos del Centro de Bio-Sistemas de la
Universidad Jorge Tadeo Lozano.

Seleccion del material donante

Se seleccionaron bulbillos de ajo de los clones P-007A
y P-007B procedentes de plantas con caracteristicas
agrondmicas de interés comercial. Los bulbillos se en-
contraban libres de signos o sintomas de enfermeda-
des, asi como de dafio mecanico o por impacto fisico.

Desinfeccion

Los bulbillos se desinfectaron con solucién jabonosa al
10% durante 5 min, etanol al 70% durante 30 seg, hipo-
clorito de calcio (1 g.L%) por 10 min e hipoclorito de sodio
(0.1%) durante 15 min. Después de cada desinfectante,
los explantes se enjuagaron tres veces con agua destila-
da estéril. Finalmente, los explantes fueron dejados en
timsen (1 g.L") hasta la extraccién del meristemo.
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Introduccion de meristemos y medio de
cultivo

Bajo condiciones de asepsia se realizé la extraccién del
meristemo con uno 6 dos primordios foliares. El tama-
fio fue de aproximadamente 0.5-2mm. Se realizaron
dos introducciones por clon y se sembrd un meriste-
mo por tubo de ensayo con medio de cultivo. Se sem-
braron 50 meristemos por introduccién. Los meriste-
mos se inocularon asépticamente en medio de cultivo
formulado con sales MS (Murashige y Skoog, 1962) y
suplementado con 80 mg.L? de hemisulfato de ade-
nina, 0.5 mg.L! de acido naftalen acético (ANA), 0.64
mg.L* de 2-Isopentil adenina (2ip), 3% de sacarosa y
9.5 g.L'! de agar PTC (PhytoTechnology Laboratories).
El desarrollo de los explantes se realizé en cuarto de
crecimiento a 25+3°C con un fotoperiodo de 16/8 ho-
ras luz/oscuridad.

Analisis estadisticos

A las 5 semanas del inicio del cultivo se establecid
para cada clon el porcentaje de contaminacién y de
viabilidad o regeneracién de plantulas. Se evaluaron
las variables nimero de hojas, longitud y presencia de
raices en 25 pldntula, por cada introduccién seleccio-
nadas al azar. Se realizé el analisis de varianza (ANO-
VA) para evaluar el comportamiento entre los clones
peruanos. Los resultados del ANOVA se compararon
con la respuesta presentada por el clon de origen na-
cional N-003, bajo las mismas condiciones de cultivo.

Resultados y discusion

El tratamiento de los explantes con hipoclorito de cal-
cio (1%) e hipoclorito de Sodio (0.1%) durante 10y 15
minutos, respectivamente, permitié una eliminaciéon
total de los microorganismos contaminantes de los
clones peruanos evaluados. Los métodos de desinfec-
cién pueden excluir todos los microorganismos no in-
fecciosos asociados a la superficie, este aspecto es im-
portante debido a que todos los medios de cultivo em-
pleados son ricos en nutrientes que facilitan el creci-
miento de bacterias y hongos (Dodds y Roberts, 1986).

El tamafio del meristemo (explante) de ajo sembrado
de 0.5-2 mm (Figura 1), presenta gran influencia en la
limpieza del material vegetal, debido a que entre mas
pequefio sea el explante menor es el riesgo de conta-
minacién (Pérez, 1998).

63



64

Cultivo in vitro de ajos (Allium sativum L.) peruanos

Primordio foliar

Meristemo

Figura 1. Estructura meristematica de ajo con el Ultimo primordio foli-
ar. Tamafio aproximado de 0.2 mm. Observacion en estereoscopio (10X)

Viabilidad de los explantes

El protocolo de desinfeccidn permitié para los clones
P-007A y P-007B una viabilidad del 66.3 y 64.5%, res-
pectivamente. El clon N-003 obtuvo una viabilidad del
76.3% (Figura 2).
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Figura 2. Porcentaje de viabilidad de meristemos de ajo de los clones pe-
ruanos P-007A y P-007B comparado con el clon nacional N-003.

Las pérdidas presentadas por los clones pudieron de-
berse a la realizacién de un corte muy cerca del me-
ristemo durante la preparacién previa a la desinfec-
cién, la cual permitié el ingreso de los desinfectantes
al domo apical afectando el tejido. Ademas, la elimi-
nacion de mas del 30% del disco basal, por falta de ha-
bilidad o mala manipulacién, durante los cortes de ex-
traccién es un factor que contribuye a la muerte de los
explantes y disminuye los porcentajes de viabilidad.

Chaparro (1998) obtuvo 70 y 50% de viabilidad, asi
como 100y 80% de explantes libres de contaminacion
en ajo Rubi-1 al usar hipoclorito de sodio al 1% por 15
a 20 minutos, logrando mayor viabilidad y efectividad
de desinfeccién con menor tiempo de exposicién.

Se observa que las diferentes concentraciones y tiem-
pos de exposicién de los desinfectantes afectan la
viabilidad de los explantes y la eliminacién de los mi-
croorganismos, obteniéndose comportamientos di-
ferentes entre clones. Es importante realizar evalua-
ciones para determinar el tratamiento mas favorable
para cada clon o variedad (Parra, 2006).

Desarrollo de las plantulas

Se observd el desarrollo de las plantulas durante 5
semanas de crecimiento (Figura 3), todas las plantu-
las presentaban un color verde brillante y en algunos
explantes hubo formacién de tejido calloso de color
amarillo palido en la base. Otra caracteristica eviden-
te en todas las plantulas establecidas fue la ausencia
de desarrollo radicular, factor relacionado con la pre-
sencia y concentracion de reguladores tipo citoquini-
na en el medio de cultivo que inhiben la formacion de
raices (Pierik, 1990 y Botti, 1992).

Figura 3. Plantulas establecidas de clones peruanos de ajo. Presentan de-
sarrollo foliar superior a 2 hojas y longitud superior a 1 cm, A. Clon P-007A
y B. Clon P-007B.

El andlisis estadistico presentd diferencias significa-
tivas entre los clones peruanos para la formacién de
hojas durante la fase de establecimiento (P = 0.0204
y F =5.55), mostrando el clon P-007A una mejor res-
puesta fisioldgica que el clon P-007B. El clon P-007A
obtuvo un promedio de crecimiento de 2.52 hojas y el
clon P-007B de 2.16. La respuesta del clon P-007A es
similar a la presentada por el clon N-003 (Figura 4).
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El uso de fitoreguladores ha permitido la obtencién
de un ndmero variable de hojas en plantulas estable-
cidas de ajo. Se ha descrito el desarrollé de plantulas
de ajo criollo morado con dos hojas en medio de cul-
tivo MS libre de reguladores de crecimiento (Torres,
2013), asi como el desarrollo de plantulas de ajo crio-
llo y Rubi-1 con 1.41 y 1.18 hojas, respectivamente
usando medio MS con la adicion de 0.1 mg.L* de AIA
6 ANAy 06 0.1mg. L* de KIN (Parra, 2006).
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Figura 4. Promedio de hojas desarrolladas durante el establecimiento in
vitro de los clones peruanos, P-007A y P-007B y el clon nacional N-003.
Para los clones P-007A y P-007B, el coeficiente de variacién fue de 35.16y
28.61respectivamente.

El andlisis estadistico de la variable longitud de plan-
tulas mostré que no existen diferencias significativas
en la respuesta de los clones P-007A y P-007B (P=
0.335 y F =0.94). Las plantulas del clon P-007A al-
canzaron 4 a 40 mm de altura con un promedio de 15
mm, mientras que las de clon P-007B tenian entre 4 a
32 mm con un promedio de 13.6 mm. Nuevamente,
el clon P-007A presenté una respuesta idéntica al clon
nacional N-003 (Figura 5).

En plantulas de ajo morado Barranquino producidas
a partir de meristemos, el uso de medio MS modifica-
do (doble concentracién de micronutrientes) con 0.3
mg.L" de BAP y 0.15 mg.L* de ANA produjo una altura
de plantula de 66.45 mm, respuesta dada por la ma-
yor concentracion de micronutrientes y no por la in-
fluencia de reguladores de crecimiento (Carhuaricra
et al., 2012). El uso del medio MS con 0.5 mg.L! de
BAP y 0.1 mg.L* de ANA en el establecimiento de di-
versos cultivares de ajo logré el desarrollo de plantu-
las con 50 a 60 mm de longitud en un periodo de ocho
a diez semanas de cultivo (Olivera, 2009).
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Figura 5. Promedio del crecimiento en longitud de las plantulas estable-
cidas in vitro de los clones peruanos, P-007A y P-007B, y el clon nacional
N-003. Para los clones P-007A y P-007B el coeficiente de variacion fue de
51.19 y 47.99 respectivamente.

Conclusiones

Se validé el uso del protocolo de establecimiento de
ajo del clon nacional N-003 bajo condiciones de culti-
Vo in vitro para los clones peruanos P-007A y P-007B.
El procedimiento para la desinfecciéon de clones na-
cionales de ajo (Allium sativum), que incluye el uso
de hipoclorito de calcio e hipoclorito de sodio, es ade-
cuado para lograr un cultivo aséptico en el estableci-
miento in vitro de los clones de ajo peruano P-007A
y P-007B. La validacidon del protocolo de desinfeccién
garantizd la obtencién de buenos resultados duran-
te la etapa de establecimiento evitando perdidas por
contaminacion o afeccién de los explantes a los des-
infectantes. El medio de cultivo con sales MS al 100%
suplementado con 0.5 mg.L'* de ANA y 0.64 mg.L? 2ip
permite el establecimiento adecuado de plantulas in
vitro de los clones de ajo peruano P-007A y P-007B,
alcanzando un desarrollo conforme a los parametros
determinados para la etapa de establecimiento de la
especie.
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