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INTRODUCCION

El Ajo (Allium sativum L) tiene su origen en el continente asidtico y es apetecido
esencialmente por ser un buen condimento que tiene sustancias nutritivas como calcio,
azucares, proteinas, sélidos, hierro y vitamina. Adicionalmente, la alicina y los diferentes
sulfatos presentes en sus compuestos lo hacen, cada vez, mas llamativo como producto
medicinal. El Ajo es comercializado para sus diversos usos en polvo, deshidratado, en
comprimidos, procesado, en aceite y fresco. Debido a las propiedades que posee el ajo
como condimento y terapéutico las industrias procesadoras de alimentos y las industrias
farmacéuticas demandan el suministro de materia prima para la elaboracion de los
diferentes productos manufacturados por estas. Ademas, el uso tradicional del ajo como
condimento basico de la cocina familiar exige una oferta constante del mismo en el
mercado.

El cultivo de ajo ocupa actualmente, un renglén importante en la economia agricola de
paises como China, India y Corea, exportadores mundiales que abastecen mas del 81.27%
del producto requerido por los paises pequefios y medianos productores (FAOSTAT, 2006).
Los incrementos presentados a nivel mundial durante los ultimos 10 afios en la tendencia
de produccion, el area cultivada y el rendimiento de produccion reflejan la importancia que
ha tomado el cultivo del ajo y la necesidad de utilizar tecnologias modernas, sostenibles y
rentables para la produccion de ajo de calidad agrondmica pero, sobretodo con calidad
fitosanitaria. Es conocido mundialmente que los problemas sanitarios presentes en la
semilla comercial de ajo se deben a los complejos virales Potyvirus, Carlavirus y
Allexivirus, causantes de grandes pérdidas econdémicas en los cultivos implementados.
Adicionalmente, las pérdidas presentadas por el ataque de bacterias, hongos y nematodos
son altamente significativas (Conci, 2002).

La tendencia presentada en la produccion nacional de Ajo entre 1997 y 2001 fue de
descenso gradual, pasando de producir 3.677 toneladas a 1.690 toneladas, incrementandose,
consecuentemente, la importacion en este mismo periodo de 10.022 a 21.073 toneladas. La
produccién nacional de ajo es liderada por el departamento de Santander con un 47%,
seguido por Boyaca, Cundinamarca, Norte de Santander y Tolima con 19%, 18%, 11% y
2%, respectivamente (SIPSA, 2003). En estas regiones la produccién se basa en genotipos
foraneos heterogéneos en tamafio, color y forma, ademés de poco adaptados a las
condiciones ambientales existentes en las regiones cultivadoras, el desarrollo de cultivos
con semillas obtenidas por mezcla de genotipos sin caracterizar agroeconémicamente y el
uso de semilla portadora de fitopatdgenos.
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La no disponibilidad de semilla de Ajo de buena calidad agrondmica y sanitaria, la
inexistencia de productores de semillas certificadas, la falta de una legislacion vigente al
respecto y un sistema de seleccion de semilla basado en la demanda del mercado (mayor
demanda menor reserva de semilla), generan consecuencias en la calidad y cantidad de
semilla disponible para los agricultores, conduciendo a la generacion de pérdidas
econOmicas debido a los altos costos de produccion y bajos rendimientos haciendo que el
agricultor pierda, cada vez mas, interés en este cultivo.

CORPOICA en su basqueda de soluciones efectivas para el sector agricola, basadas en el
desarrollo de procesos de innovacion tecnologicos, ha obtenido la primera variedad
nacional mejorada de Ajo denominada Rubi-1, caracterizada por su buen sabor o
pungencia, olor, tamafo, y facilidad de pelado del diente (Pinzén, 1999), sumado a otras
caracteristicas de interés agroecondmicas como tolerancia al hongo fitopatdgeno
Sclerotium cepivorum y un rendimiento superior al 30% en la produccion frente a otras
variedades comerciales.

Estas caracteristicas atractivas a nivel agroeconomico del ajo Rubi-1 son utiles para el
aprovechamiento de esta variedad como donadora del material vegetal para el programa de
produccién de semilla certificada a fitopatogenos debido a que mediante la aplicacion de
técnicas biotecnoldgicas como el cultivo de tejidos para la produccién de semillas limpias
de alta calidad, posibilita dar solucion a la problematica sanitaria y agroecondémica
existente alrededor del cultivo de ajo. Asi mismo, la utilizacion de estas técnicas en
genotipos criollos con buenas caracteristicas agricolas permitiran disponer de diferentes
materiales genéticos de buena calidad y sanidad incentivando este cultivo.

A través del uso del cultivo de tejidos vegetales es posible el saneamiento fitosanitario de
especies de interés socioecondmico, como el Ajo, que presentan una produccion pobre de
propagulos o una propagacion vegetativa insuficiente (JIMENEZ (1998) y ORELLANA
(1998), citado por el INSTITUTO DE INVESTIGACIONES HORTICOLAS “LILIANA
DIMITROVA” - |IH, 2001), permitiendo el establecimiento de un mayor nimero de
cultivos libres de fitopatdgenos.

La primera fase del proyecto aprobado por Colciencias que busca el establecimiento de un
modelo biotecnoldgico de produccion de semillas limpias certificadas de ajo a partir de
variedades de interés agroeconomico que favorezcan el fomento, implementacion y
adecuacion de este cultivo, ha precisado la implementacion de procesos que permitan el
saneamiento de la semilla garantizando la produccion de plantas libres de fitopatégenos y
una recuperacién gradual de los cultivos a medida que se suministra semilla de calidad a los
agricultores. La disponibilidad de semilla sana de Ajo de buenas caracteristicas
agronémicas y de calidad, proporcionada oportunamente al agricultor, puede incentivar la
implementacion de nuevos cultivos, asi como el mejoramiento de los ya existentes,
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Ilegando a recuperarse el mercado nacional y posibilitando la intervencion en el mercado
externo a largo plazo.

Mediante el desarrollo y la implementacion de procesos de innovacion tecnoldgica para la
produccion de semillas limpias de alta calidad de ajo, la Corporacion Colombiana de
Investigacion Agropecuaria (CORPOICA) C.I. Tibaitatd busca, al proporcionar semilla
libre de fitopatdgenos, un aumento gradual en la produccion que permita recuperar el
mercado nacional e incrementar la rentabilidad y productividad de los cultivos al brindarle
al agricultor un producto con las caracteristicas deseadas.

El objetivo general de la presente investigacion buscé el desarrollo de un modelo para la
produccion “in vitro” a partir de tejido meristematico de semilla limpia de Ajo Rubi-1y de
una variedad de ajo Criollo seleccionada por las buenas caracteristicas de produccion en el
cultivo diagnosticada mediante la técnica ELISA indirecto como libre de Potyvirus.

Los objetivos especificos permitieron establecer el protocolo eficiente para la desinfeccion
microbiana del material vegetal donante, asi como determinar las concentraciones y
combinaciones de los reguladores de crecimiento para las etapas de establecimiento y
multiplicacién, y la concentracion adecuada de sacarosa que favoreciera el proceso de
microbulbificacion. Se consider6 entre los objetivos especificos determinar el coeficiente
de multiplicacion, el ciclo del cultivo y el analisis econdmico “in vitro” del proceso de
microbulbificacion de Ajo. Y finalmente, diagnosticar la calidad sanitaria del material
establecido a Potyvirus mediante ensayo inmunoenzimatico (ELISA).

La investigacion bibliogréafica abarcé los inicios de la técnica de cultivo de tejidos con el
planteamiento de la ley de la totipotencia por Haberland®, los primeros trabajos de
saneamiento por cultivo “in vitro” para obtener plantas libres de patégenos por Limusset y
Cornuet con tabaco en 1949, y Morel y Martin con dalia en 19522 Asi mismo, los
adelantos investigativos con ajo utilizando la técnica del cultivo de tejido como método
para sanear semilla infectada con virus en 1971 por Morr y la investigacién de Wang y
Huang en 1974 quienes obtuvieron las primeras plantulas de ajo libres del agente viral®.
Los manuales de la FAO para América Latina y el Caribe de 1989 y 1991 brindaron
indicaciones utiles para el desarrollo éxitoso de esta investigacion. Mientras que trabajos

! PEREZ PONCE, J. N. Propagacién y Mejora Genética de Plantas por Biotecnologia. Santa Clara, Cuba:

Instituto de Biotecnologia de las Plantas, 1998. p. 19.

> MARTINEZ R., Paulina. Obtenciéon de plantas libres de patégenos mediante el cultivo de tejido
meristematico y termoterapia. Bogota: Produmedios. 1987. En: ICA 22(4): 230-248.

3 WALKEY, D. G. Production of virus-free Garlic (Allium sativum L.) and Shallot (Allium) by meristem tip
culture. Wellesbourne: National Vegetable Research Station, 1987. En: Journal of horticultural Science 62(2):
211-220
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como los de Mujica y Mogollon (2004), Conci (2002 y 2004), Quezada (2001), Alvarado
(2001) dieron soporte y respaldo a los resultados obtenidos.

La investigacion se enmarco dentro de conceptos fundamentales como:

Ajo Rubi-1. Es la primera variedad colombiana de ajo obtenida por CORPOICA a través
de un proceso investigativo de caracterizacion, evaluacion y seleccion a partir de 10 clones
promisorios, 5 de origen argentino y 5 pertenecientes al banco de germoplasma del ICA. El
clon argentino A014 fue la base de la variedad de ajo Rubi-1*.

Cultivo de meristemos. EI meristemo es una pequefia masa de células indiferenciadas
situadas en la parte terminal del tallo, apices o yemas; ofrece la posibilidad de eliminar
patdgenos vasculares y sistémicos como los virus, tiroides y micoplasmas de gran numero
de especies propagadas vegetativamente®, debido a la gran actividad y la falta de elementos
vasculares en el meristemo que dificulta la llegada de particulas viricas. Debido a las
ventajas de esta técnica es posible utilizar plantas de ajo enfermas con virus como donantes
del material de partida en el proceso de micropropagacion y lograr porcentajes
satisfactorios de saneamiento.

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Es una técnica seroldgica de analisis
diagnostico que permite detectar la presencia o ausencia de los patégenos vasculares en el
tejido vegetal analizado. Este método altamente sensible y de gran especificidad permite
realizar en un corto espacio de tiempo estudios sobre grandes poblaciones de manera
sencilla y econémica. Presenta ademas buena reproducibilidad y facilidad de interpretacion
de los resultados. Es una técnica facil, rapida y de bajo costo.

Microbulbificacion. La alta concentracion de sacarosa aumenta el potencial osmotico de
las plantulas de Ajo generando estrés hidrico e induciendo la formacién de estructuras de
reserva o microbulbillos en las plantulas “in vitro”.

Microbulbillos. Los microbulbillos de Ajo obtenidos exclusivamente mediante cultivo “in
vitro” y liberado de la presencia de fitopatdgenos son las estructuras que luego de su secado
y curado adecuado originaran en invernadero minibulbillos que permitiran la obtencion de
plantas y bulbos normales. La obtencion de plantulas con el desarrollo de microbulbillos

* PINZON RAMIREZ, Hernan. Rubi-1: primera variedad mejorada de Ajo en Colombia. Bogotéa:

Produmedios, 1999. p. 7.
> MONTOYA HENAO, Luz Marina. Cultivo de tejidos vegetales. Medellin: Ealén, 1991. p. 100.
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permite una mejor aclimatizacion de las mismas durante la etapa de endurecimiento y
ahorrarén tiempo ya que no se hace necesario el secado y curado de las mismas.

Potyvirus. Pertenece al grupo de virus formado por particulas de morfologia flexible y
filamentosa de un tamafio aproximado de 800nm de largo. Se caracteriza porque se
transmite de forma eficiente por afidos vectores diseminandose facilmente y rapidamente
dentro del cultivo.

Semilla prebésica. Dentro del proceso de produccion de semilla basica inicial de Ajo
establecido por los paises que han normatizado la produccion del cultivo de Ajo se
considera semilla prebasica es a la microplanta o el microbulbillo proveniente de cultivo
“in vitro” sin ninguna multiplicacién “in vivo” y que se encuentra libre de fitopatdgenos.
En el caso del ajo pueden ser plantas obtenidas a partir del crecimiento del bulbo inducido
“in vitro” (microbulbillos) que al mismos tiempo facilitan el intercambio genético de
material y la conservacién de bancos de germoplasma®.

Las fases investigativas del proceso productivo de semilla prebasica de ajo Rubi-1 y Criollo
se desarrollaron a escala de laboratorio y abarcaron las etapas propuestas por la FAO
(1991) para el proceso de micropropagacion de Ajo.

6 QUEZADA, J. A.,, ASCARRUNZ, M. E. y SILVA, M. A. Evaluacién de la respuesta de dos ecotipos de ajo
(Allium sativum L.) a la variacion de medios y reguladores de crecimiento, en el proceso de
microbulbificaciéon in Vitro. La Paz, 2001 [citado en mayo de 2005]. Disponible en internet:
<URL:http://redbio.org/portal/encuentro/enc_2001/posters/01/posterpdf/01-030/htm>
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1. MATERIALES Y METODOS

1.1 MATERIAL VEGETAL

En la ejecucion de este proyecto se utilizaron bulbos o “cabezas” de ajo de las poblaciones
de ajo var. Rubi-1y de ajo Criollo provenientes de un lote cultivado en el segundo semestre
del afio 2004 en CORPOICA C.I. Tibaitata de cada una de las variedades y cosechados a
finales del segundo semestre de 2004, los cuales se almacenaron en una bodega protegidos
de la humedad y de la presencia de fitopatdgenos.

Los bulbos se desgranaron para seleccionar los bulbillos o “dientes” que se utilizaron en el
presente trabajo como donantes del dpice meristematico a establecer “in vitro”, para
realizar el andlisis inmunoenzimético a Potyvirus y como semilla en el montaje de un
pequefio cultivo para obtener las muestras foliares para analisis inmunoenzimaético a
Potyvirus.

1.1.1 Seleccion del material vegetal. Se seleccionaron los bulbillos de los genotipos de
estudio que presentaban un desarrollo del indice visual de superacién de dormicion (IVD)
superior al 50% y que no mostraban lesiones o agresiones fisicas, ni sefiales de ataque por
plagas o enfermedades flngicas o bacterianas y con un tamafio > a 2.5cm.

1.1.2 Condiciones ambientales de desarrollo del material vegetal.. El proceso de cultivo
“in vitro” se llevdo a cabo en las siguientes condiciones de crecimiento y desarrollo:
fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas oscuridad, y temperatura de 20 +/- 2°C, con
temperatura minima de 16°C y maxima de 25°C.

1.2 METODOS

El proceso productivo de semilla prebéasica de ajo a través de la micropropagacién incluye
4 etapas, donde el anélisis de cada una de ellas requiere de un disefio estadistico o de una
metodologia de evaluacion que se ajuste a los objetivos propuestos en las diferentes fases
de la investigacion. Las fases se desarrollaron a escala de laboratorio y abarcan las etapas
propuestas por la FAO (1991) para el proceso de micropropagacion de Ajo. Se
estructuraron como se muestran en la Tabla 1:
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Tabla 1. Estructuracion de las fases y etapas de la investigacion

Fases Etapas
Fase | Etapa O: preparativa
Etapa 1: introduccion
Fase Il S
Etapa 2: multiplicacion
Fase 111 Etapa 3: microbulbificacion
Fase IV Etapa 4: analisis ELISA

= Fase I: Preparativa: Etapa 0. Seleccion del material vegetal y determinacion del
tratamiento adecuado en la desinfeccion de microorganismos bacterianos y fangicos.

Seleccion del material vegetal. Se seleccionaron 25 bulbos sin desgranar con un periodo
de almacenamiento superior a 3 y %2 meses. Los bulbos se desgranaron para escoger los
bulbillos aptos para el proceso de propagacion “in vitro” segun las caracteristicas de
seleccion de material vegetal establecidas. Los bulbillos se midieron, seleccionandose
aquellos con un tamafio superior a 2.5cm, los cuales se pesaron para establecer el peso
promedio por bulbillo (Véase Figura 1).

Figura 1. Material vegetal seleccionado de ajo Rubi-1y de ajo criollo

R
S
DN

Bulbos donantes Bulbo seleccionado Bulbillos seleccionados

Posteriormente, se almacenaron en un contenedor marcado con el nimero correspondiente
a la cabeza evaluada. Dos bulbillos se escogieron guardaron para analizarlos mediante la
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técnica ELISA indirecto a Potyvirus, los demas se utilizaron para determinar el
procedimiento de desinfeccion adecuado.

Determinacion del tratamiento adecuado para la desinfeccidon de microorganismos
bacterianos y fungicos. El procedimiento de desinfeccion incluyé dos ciclos: la
desinfeccion de riesgo y la desinfeccion preparativa. La desinfeccion de riesgo (Véase
Tabla 2) se aplico a todos los bulbillos de ajo desgranados pero sin eliminarles la
membrana de proteccién con el fin de disminuir la carga microbiana presente en la
superficie de las membranas externas y que al realizar el pelado de los bulbillos no haya
una transferencia de microorganismos a la hoja de almacenamiento (\VVéase Figura 2).

Tabla 2. Desinfeccion de riesgo

Parametros Condiciones Tiempo
Remojo Agua estéril D 5min
Hipoclorito de Sodio 3% 5min
Enjuague Agua estéril D 3 veces
Alcohol 70% Imin
Enjuague Agua estéril D 3 veces

Fuente: CLIMACO HIO, Juan. Bogota, 27 de Abril de 2005. [Entrevista personal]

Figura 2. Desinfeccion de riesgo

Hipoclorito Enjuague

\ 4

iR -

Enjuague

~ Alcohol
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La desinfeccion preparativa se aplico a los bulbillos sometidos a la desinfeccion de riesgo
una vez se les elimind la hoja de proteccion, su objetivo fue la evaluacion de los tres
tratamientos de desinfeccion sugeridos en la seleccion del mas indicado para la etapa
(Vease Tabla 3). Se realizaron 3 siembras de 45 explantes cada una para las dos variedades
de estudio con un total de 270 explantes tratados, 135 de Ajo Rubi-1 y 135 de Ajo criollo.
Se aclara que el tratamiento numero tres no se presento en la propuesta original y su ensayo
se aplico buscando mejores resultados en esta etapa.

Tabla 3. Tratamientos de desinfeccion evaluados

Parametros Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3
Condiciones Tiempo  Condiciones Tiempo  Condiciones Tiempo
Antiséptico Extran 2% 20min Detergente 2%  20min Isodine 5% 20min
Enjuague Aguaestéril*  3veces  Agua estéril* 3veces  Agua estéril* 3 veces
Hipoclorito - - - - De Sodio 5% 10min
Enjuague - - - - Agua estéril* 3 veces
Etanol 70% 2min 70% 1min 70% 1min
Enjuague Agua estéril* 3 veces Agua estéril* 3veces  Agua estéril* 3 veces
Hipoclorito De Sodio 13%  20min De Sodio 5% 15min De Calcio 1% 10min
Enjuague Agua estéril* 5 veces Agua estéril* 5veces  Agua estéril* 5 veces

*Destilada y deionizada.

= Fase Il. Ensayo de los tratamientos propuestos para el cultivo “in vitro” de Ajo var.
Rubi-1 y criollo, determinando la concentracion y la combinacion 6ptima de los
reguladores de crecimiento.

Etapa |: establecimiento o introduccion. Una vez determinado el proceso de
desinfeccion adecuado en la fase I, los bulbillos de cada una de las variedades se
sometieron a dicho tratamiento y posteriormente se les extrajo asépticamente el meristemo
con 1 6 2 primordios foliares (0.5 a 2mm) en camara de flujo laminar (Véase Figura 3).

Figura 3. Proceso de extraccion aséptica del meristemo de ajo: a) Corte horizontal del
bulbillo. b) Corte vertical del bulbillo. ¢) Eliminacién de la hoja protectora. d)
Eliminacion de las hojas verdaderas y primordios. ) Meristemo.




Este explante se sembrd en un contenedor de vidrio (42x107mm) debidamente marcado y
numerado con 15ml del medio de cultivo Murashige & Skoog (1962) formulado para el
proceso (Anexo A) y suplementado con combinaciones de los reguladores de crecimiento
auxina-citoquinina propuestas para la etapa.

Se desarrolld un disefio experimental de bloques completamente al azar con arreglo
factorial 2x3x3 = 18 tratamientos (VVéase Tabla 4). El primer factor evaluado fueron los dos
reguladores auxinicos de crecimiento Acido Indol Acético (AIA) y Acido Naftaleno
Acético (ANA), el segundo factor fueron las tres concentraciones de dichos reguladores en
niveles de 0, 0.5 y 1mg/l y el tercer factor las tres concentraciones del regulador de
crecimiento Kinetina (KIN) en niveles de 0, 0.1 y 0.5mg/l.  Se hicieron 3 siembras por
experimento para cada variedad (cada siembra es igual a un bloque).

Tabla 4. Tratamientos evaluados en la etapa de iniciacion o establecimiento

Combinacion reguladores de crecimiento
Concentracion (mg/l)

Tratamiento

Auxina Citoquinina

AlA KIN

0.1 0 1
0.1 0.1 2
0.1 0.5 3
0.5 0 4
0.5 0.1 5
0.5 0.5 6
1.0 0 7
1.0 0.1 8
1.0 0.5 9
ANA KIN Tratamiento
0.1 0 10
0.1 0.1 11
0.1 0.5 12
0.5 0 13
0.5 0.1 14
0.5 0.5 15
1.0 0 16
1.0 0.1 17
1.0 0.5 18

El ndmero de repeticiones por tratamiento fue de 10 en cada siembra, evaluandose 8
unidades experimentales en cada una. En total se sembraron 540 explantes de ajo Rubi-1y
540 de ajo criollo pero se evaluaron 432 de cada variedad. Los explantes introducidos se
Ilevaron al cuarto de crecimiento durante 6 semanas (Véase Figura 4).
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Figura 4. Plantulas de ajo en etapa de establecimiento: a) Cuarto de crecimiento. b)
Plantula de ajo Rubi-1. c) Plantula de ajo criollo.

Etapa Il: Multiplicacién. Una vez establecidos los explantes en los cuatro mejores
tratamientos de introduccién, se transfirieron a medio de multiplicacion. Durante esta etapa
se realizaron dos ensayos

Primer ensayo. Se aplicé un disefio experimental completamente al azar con arreglo
factorial 3x4 = 12 tratamientos, donde el primer factor fue la combinacion de los
reguladores de crecimiento auxina/citoquinina, utilizando las auxinas Acido Indol Butirico
(AIB), AIA y ANA v la citoquinina Kinetina para obtener los niveles AIA/KIN, AIB/KIN y
ANAV/KIN, en concentracién de 0.1mg/l de auxina y 0.1mg/l de citoquinina. El segundo
factor: tratamientos de introduccion, lo conformaron los cuatro mejores tratamientos de la
etapa | (Véase Tabla 5).

Tabla 5. Tratamientos del primer ensayo de la etapa de Multiplicacién

Combinacién de reguladores de Tratamiento Tratamiento
crecimiento (0.1/0.1mg/l) Introduccién*
AIA/KIN M 19
AIA/KIN 2M 20
AIA/KIN 3M 21
AIA/KIN aM 22
AIB/KIN M 23
AIB/KIN 2M 24
AIB/KIN 3M 25
AIB/KIN 4M 26
ANA/KIN M 27
ANA/KIN 2M 28
ANA/KIN 3M 29
ANA/KIN 4M 30

*1M: primer mejor tratamiento etapa 1, 2M: segundo mejor tratamiento etapa 1,
3M: tercer mejor tratamiento etapa 1, 4M: cuarto mejor tratamiento etapa 1.
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Las plantulas establecidas se sembraron un contenedor de vidrio (42x107mm) con 15ml de
medio. Una vez se realizo el pase de multiplicacion, los explantes se llevaron al cuarto de
crecimiento durante 6 semanas. EI nimero de repeticiones, fue limitado a los resultados de
la etapa de establecimiento manejandose 24 repeticiones en cada uno de los tratamientos.

Segundo ensayo. Debido a los resultados mostrados por los explantes para la tasa de
multiplicacién en los diferentes medios evaluados, se programo el uso del regulador de
crecimiento dimetil alilaminopurina o 2- isopentenil 1-adenina (2ip) con ANA en las
concentraciones sugeridas por la FAO, 1989 (Bhojwani (1980) modificado) y Moriconi,
1990 (En FAO, 1991).

Se aplico un disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial 2x4 = 8
tratamientos, donde el primer factor fue la concentracion de la combinacion de los
reguladores de crecimiento 2ip/ANA formada por los niveles Morinoni, 1990 y FAO, 1991
con 3 mg/l de 2-ip y 0.3 mg/l de ANA el nivel Moriconi y 0.5 mg/l de 2-ip y 0.1 mg/l de
ANA el nivel FAO. El segundo factor: tratamientos de introduccion, lo conformaron los
cuatro mejores tratamientos de la etapa | (VVéase Tabla 6).

Tabla 6. Tratamientos del segundo ensayo de la etapa de Multiplicacion

Autores Concentracion Tratamiento Tratamiento
2ip/ANA (mg/l) Introduccién*

1M 31
Moriconi 2M 32
(1990) 3.003 3M 33
aM 34
M 35
FAO 2M 36
0.5/0.1 M 37
4M 38

*1M: primer mejor tratamiento etapa 1, 2M: segundo mejor tratamiento etapa 1,
3M: tercer mejor tratamiento etapa 1, 4M: cuarto mejor tratamiento etapa 1.

Las plantulas establecidas se sembraron un contenedor de vidrio (42x107mm) con 15ml de
medio. Una vez se realizo el pase de multiplicacion, los explantes se llevaron al cuarto de
crecimiento durante 6 semanas. EI nimero de repeticiones fue de 20 por variedad, para
cada uno de los tratamientos.
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Figura 5. Desarrollo de plantulas de ajo en etapa de multiplicacién: a) Variedad ajo
Rubi-1 b) Variedad ajo Criollo.

= Fase IlIl. Evaluacion de los tratamientos propuestos para la obtencion de
microbulbillos o semilla prebésica de Ajo var. Rubi-1 y Criollo, determinando la
concentracion adecuada de sacarosa.

Etapa Il1: Microbulbificacion. Se trabaj6 un disefio experimental completamente al azar
en el cual se ensayaron cuatro dosis de sacarosa con el mejor tratamiento de la etapa
anterior. Las plantulas de mayor desarrollo en el medio de multiplicacién seleccionado, se
colocaron en los medio de microbulbificacion formulados con sales MS y con la adicion de
4 concentraciones diferentes de sacarosa (Véase Tabla 7).
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Tabla 7. Tratamientos evaluados en la etapa de Microbulbificacion

Sacarosa (g/l) Tratamiento
40 39
50 40
60 41
90 42

El ndmero de repeticiones fue 20 por tratamiento para cada variedad. Las plantulas se
sembraron un frasco de vidrio (42x107mm) con 15ml de medio y se llevaron al cuarto de
crecimiento por 6 semanas (Véase Figura 6).

Figura 6. Desarrollo de plantulas de ajo en la etapa de microbulbificacion: a)
Microbulbillos formados en diferentes tratamientos. b) Desarrollo y crecimiento de un
microbulbillos de ajo. ¢) Corte longitudinal a un microbulbillo de ajo. d) Desarrollo de
raices en plantulas con microbulbillos.
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= Fase IV. Indexacion fitosanitaria de las plantulas establecidas a Potyvirus mediante
ensayo inmunoenzimatico (ELISA).

Se aplicd la técnica inmunoenzimatica ELISA indirecto a Potyvirus con el kit CAB
27200/0500 Agdia inc® (Vease Figura 7). Se procesaron muestras de follaje tomadas del
cultivo, de plantulas “in vitro” y de la hoja de almacenamiento de cada variedad de ajo. Se
realizaron 6 montajes ELISA analizandose 562 muestras (Véase Tabla 8).
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Tabla 8. Muestras de ajo Rubi-1 y Criollo analizadas con la técnica ELISA indirecto
para potyvirus

Material analizado

Cantidad de muestras analizadas

29

Muestras foliares Ajo Rubi-1 10
Muestras bulbos Ajo Rubi-1 10
Muestras foliares cultivo de
. ) p 402
meristemos Ajo Rubi-1
Muestras foliares Ajo criollo 10
Muestras bulbos Ajo criollo 10
Muestras foliares cultivo de
. . 120
meristemos Ajo criollo
Figura 7. Esquema protocolo ELISA Indirecto Agdia®
pomm s -
Material R Toma de R Maceracién i Diluciéon 1:10 !
vegetal ” muestra » (100ul extracto) *- i (Extracto: buffer extraccion) :
‘ ...............
Dispensar en pozos Control + :
(100ul extracto) <+ Control - i
l i mimemmma e i
Adicién anticuerpo Lavado Incubar placa caja hUmeda
Secado  |g—
(100ul/pozo) placa (th)
Incubar placa Lavado
(2h = T° ambiente o Adicion enzima Incubar placa caja
Overnight 4°C) —> S;‘;iio | conjugada(100ul/pozo > humeda (1h)
- . Lavado
Adicion NaOH 3M Incubar placa caja Adiciéon PNP
(50ul/pozo) € himeda (30-60min) € (100ulipozo) | €] S;Ziio
l ' Control +: color referencia |
Evaluacion visual ! Control verificacion 1
(Intensidad color) < a + coloracion i
! incoloro i

Fuente: AGDIA. Indirect ELISA, alkaline phosphatase label. [citado en marzo de 2005].
Disponible en internet: <URL:http://www.agdia.com/cgi_bin/catalog.cgi?m23.1>



1.3 ANALISIS DE LA INFORMACION

Se utiliz6 el andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de rangos multiples de Tukey para
detectar diferencias entre los tratamientos respecto a las diferentes variables evaluadas en
cada una de las fases propuestas. Los datos se analizaron con el programa estadistico
Statgraphics Centurion XV.
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2. ANALISIS DE RESULTADOS

2.1 FASE |I: ETAPA PREPARATIVA

En esta fase se logré la determinacion de un protocolo de desinfeccion eficiente que
permite eliminar los microorganismos presentes en los explantes a introducir, consiguiendo
un cultivo axenico en la fase de establecimiento. Durante esta etapa se tuvieron en cuenta
las caracteristicas del material seleccionado y se evaluaron los porcentajes de
contaminacion bacteriana, fingica y de contaminacion total, asi como losl porcentaje de
vitrificaciéon y viabilidad de los explantes presente en cada una de las siembras para los
tratamientos ensayados.

Seleccion del material vegetal. De 25 bulbos evaluados para cada variedad se encontrd
que el 67.73% y el 60.79% de los bulbos para las variedades Rubi-1 y Criollo,
respectivamente, presentaron un tamafio mayor o igual a 2.5cm (Véase Tabla 9). Aunque la
variedad ajo Rubi-1 presentd mayor numero de bulbillos por bulbo (26.4), asi como
bulbillos mayor o igual a 2.5cm, la variedad Criollo logré un mayor peso por bulbillo
(2.280g) e incluso present6 bulbillos de 4cm de longitud (Véase Anexo B).

Tabla 9. Evaluacion de bulbillos de ajo Rubi-1 vy criollo

Variedad Bulbos Bulbillos Bulbillos/B Bulbillos Peso  Peso/ Bulbillo

ulbo >25 (9) (9)
Rubi-1 25 660 26,4 447 32,19 1,82
Criollo 25 403 16,12 245 21,24 2,28

Determinacion del tratamiento adecuado para la desinfeccion de patdgenos
bacterianos y fangicos. Al analizar estadisticamente las variables hongo, bacteria y
contaminacion total en cada una de las siembras realizadas (Véase Tabla 10), se observo
que no existen diferencias significativas para ninguna de las dos variedades (\VVéase Anexo
C, Cuadros 1 y 2), aunque la Siembra 1 presentd la mayor contaminacion bacteriana. La
Siembra 2 se caracteriz6 por una disminucion de la contaminacion bacteriana y el aumentd
de la contaminacion fungica la cual pudo deberse a la presencia de un hongo en el ambiente
de trabajo o en la semilla donante debido a que a ésta no se realiz6é un analisis micologico y
podria estar infectada con hongos sistémicos. Finalmente, en la siembra 3 se logro reducir a
menos del 5% el nivel de contaminacion total, pero sigui6 siendo alta la presencia fangica.
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Tabla 10. Comparacion de las medias presentadas en las siembras por las variables
Hongos, Bacterias y Contaminacion Total en la Fase | segun la prueba de Tukey

Contaminacion

Variedad Siembra Hongo Bacteria T

otal

1 0,74 a 4,44, a 5,18 a

Rubi-1 2 3,70 a 2,22 a 592a
3 222a 1,48 a 3,70a

1 2,22 a 4,44 a 6,66 a

Criollo 2 3,70a 1,48 a 5,18a
3 3,70 a 0,74 a 4,44 a

Medias con letras diferentes muestran diferencias para p<0.05.

Para la determinacion del tratamiento de desinfeccién adecuado que permita obtener un
cultivo axénico, se analizaron estadisticamente los resultados obtenidos, estableciéndose las
siguientes observaciones de acuerdo a las medias de las variables evaluadas (Véase Tabla
11).

Tabla 11. Comparacion de las medias presentadas en los tratamientos por las
variables Hongos, Bacterias y Contaminacién Total en la Fase | segun la prueba de
Tukey

Variedad Tratamiento Hongo Bacteria ~ Contaminacion Total
1 4,44 a 6,66 a* 11,11 b**
Rubi-1 2 1,48 a 0,74 a 2,22 a
3 0,74 a 0,74 a 1,48 a
1 4,44 a 3,70a 8,15 b*
Criollo 2 3,70 a 2,22a 592b
3 1,48 a 0,74 a 2,22 a

Medias con letras diferentes muestran diferencias para p<0.05.
* Variable con diferencias significativas.
** Variable con diferencias altamente significativas.

El analisis estadistico de las variables (Véase Anexo C, Cuadro 3) determind en ajo Rubi-1
que el Tratamiento 1 present6 diferencias altamente significativas de los tratamientos 2 y 3
en la variable Contaminacién Total. Sin embargo, aunque el ANOVA de la variable
Bacteria muestra que existen diferencias significativas entre las medias, la comparacion
multiple de rango segun el Test de Tukey HSD mostrd que no existen diferencias
significativas entre los tratamientos, ain cuando el Tratamiento 1 presento la mayor media
de contaminacion bacteriana. En ajo Criollo (Véase Anexo C, Cuadro 4) el Tratamiento 3
present0 diferencias significativas en la variable Total contaminacion; para las variables
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Hongo y Bacteria no se presentaron diferencias estadisticamente significativas pero la
mejor respuesta en efectividad de desinfeccion la mostro el Tratamiento 3 al analizar las
dos variables.

Al analizar la variable Bacteria se observd que el Tratamiento 3 es el mas efectivo y
presenta diferencias significativas de los Tratamientos 1 y 2. Aunque el tratamiento 1 en ajo
Rubi-1 alcanz6 un 6.66% de este tipo de contaminacion, se puede considerar que la
presencia bacteriana en los explantes cultivados fue baja. Pérez (1999) afirma que la zona
de tejido que se utiliza influye en la efectividad de la desinfeccion y que al usar tejidos
asépticos como meristemos cubiertos por primordios de hojas u hojas jovenes estos son
mas faciles de desinfectar.

Debido a que el material vegetal utilizado (bulbillo) se encuentra protegido por diferentes
hojas transformadas que cubren el explante (meristemo) y ademéas es sometido a una
desinfeccion de riesgo para disminuir la carga microbiana presente en las membranas
externas para luego aplicar los tratamientos de desinfeccion evaluados, logrando eliminar
los microorganismos que siguen presentes en la zona de la base radicular.

La variable hongos no presentd diferencias significativas para la variedad Rubi-1, sin
embargo el menor crecimiento flngico se dio en el tratamiento 3. Para la variable de
contaminacion total se presentaron diferencias altamente significativas de los tratamientos 3
y 2 respecto al tratamiento 1, presentandose en este Gltimo un 11.11% de desarrollo de
microorganismos, mientras los tratamientos 3 y 2 alcanzaron 146 y 2.22%,
respectivamente.

Viabilidad de los explantes ante los tratamientos evaluados. Al evaluar estadisticamente
la variable viabilidad (Véase Tabla 12) se presentan diferencias significativas para las
siembras méas no para los tratamientos (Véase Anexo C, Cuadros 5y 6), donde la siembra 3
con las mejores respuestas es diferente estadisticamente de la 1 en ajo Criollo y presenta
diferencias altamente significativas en ajo Rubi-1. Aunque no existen diferencias
significativas entre los tratamientos, el Tratamiento 1 alcanzé una menor viabilidad que los
Tratamientos 2 y 3 en las dos variedades.

Analizando las concentraciones y los desinfectantes frente a la viabilidad presentada, la
FAO (1989) afirma que un exceso de Hipoclorito de Sodio (10%) por un tiempo
prolongado (20 minutos) asegura una desinfeccion eficiente y solo dafia la hoja de
almacenamiento pero no el meristemo caulinar.

33



Tabla 12. Comparacion de las medias presentadas en las siembras y tratamientos por
la variable Viabilidad de la Fase | segun la prueba de Tukey

Variedad Nivel 'Vlabl|ldad .
Tratamiento Siembra
1 66,67 a 46,67 b**
Rubi-1 2 71,11a 73,33a
3 73,33 a 91,11a
1 73,33 a 68,89 b*
Criollo 2 82,22 a 80,00 ab
3 86,67 a 93,33 a

Medias con letras diferentes muestran diferencias para p<0.05.
* Variable con diferencias significativas.
** Variable con diferencias altamente significativas.

Chaparro (1998) muestra que el efecto concentracion de Hipoclorito y tiempo de
exposicion versus viabilidad de los explantes de ajo Rubi-1 al usar Hipoclorito de Sodio al
1% por 15 y 20 minutos permite obtener 70 y 50% de viabilidad, asi como 100 y 80% de
explantes libres de contaminacién, logrando menor viabilidad pero mayor efectividad de
desinfeccion. Sin embargo, Cuestas (2004) al utilizar concentraciones de 1 y 5% de
Hipoclorito de sodio por 15 minutos en la desinfeccion de esta variedad obtuvo el mismo
porcentaje de viabilidad (84%) y porcentajes de material libre de fitopatdgenos de 68 y
92% respectivamente. Es decir, un aumento en la concentracion del Hipoclorito de Sodio
favorecio un mejor control de los agentes contaminantes, garantizando la misma viabilidad
que aquel tratamiento que lograba un menor control debido a su concentracion.

Gomez (1992) manifiesta que el uso de Hipoclorito de Calcio al 5% durante 15 minutos
logra una viabilidad del 88 a 90% en meristemos de ajo Criollo y de 85% en ajo
Vietnamita. Pero de acuerdo a la experiencia de Izquierdo (2000), el uso de Hipoclorito de
Calcio al 5% por 20 minutos o de Hipoclorito de Sodio al 10% con 5% de cloro activo (al
0.5%) por 15 minutos permiten lograr igual de efectividad en la desinfeccion, sobrevivencia
y vigor de los explantes de los clones de ajo Criollo-3, Criollo-6, Criollo-9, Martinez y
Vietnamita. Es decir, que el uso de Hipoclorito de Calcio a una alta concentracion no
afecta el desarrollo y crecimiento de los explantes y su accién es igual a la del Hipoclorito
de Sodio a baja concentracion. Se puede establecer, entonces, que las diferentes
concentraciones y tiempos de exposicion de los desinfectantes afectan la viabilidad de los
explantes y la eliminacion de los microorganismos, llegando cada variedad a manifestar un
comportamiento distinto a otra, por ello es necesario la aplicacion de ensayos y sus
evaluaciones, para determinar el tratamiento mas favorable para una variedad.

Desarrollo del fendbmeno de vitrificacion durante la etapa preparativa. Durante la
siembra 1 y parte de la siembra 2 se presentd la aparicion del fendmeno de vitrificacion en
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porcentajes altos, afectando notoriamente los explantes de la variedad de ajo Rubi-1 y ajo
Criollo. Debido a que en el establecimiento de cultivo “in vitro” de allidceas®, las
condiciones ambientales dentro y fuera del contenedor, pueden permitir que el fendbmeno de
vitrificacidn se presente en gran porcentaje, generando pérdidas debido a degeneracion de
los tejidos e incluso, en procesos de implementacion del cultivo “in vitro” de ajo y cebolla
de rama llega a impedir avances si no se determinan las causas que benefician este
fendmeno, afectando notoriamente la tasa de multiplicacion de las variedades de interés.
Kamstaityle y Stanys (2004) expresa que la vitrificacion de los tejidos es junto con la
formacion de bulbos, la dormancia de las plantulas y la disminucion en la capacidad de
regeneracion unos de los factores que limitan la eficiencia de la micropropagacion de
cebolla.

Polo (1992) manifiesta que la vitrificacion es causada debido exclusivamente a las
condiciones “in vitro” entre ellas, las altas concentraciones de fitoreguladores,
especialmente citoquininas, de iones nitrato (NH,), de potencial de agua, de humedad
relativa, de temperatura, de gas carbénico y el tipo y concentracion del gelificante. Lopez
(199?) afirma que este desorden se manifiesta especialmente en las hojas mientras los
tallos y raices son afectados en menor medida, siendo los procesos de fotosintesis e
intercambio gaseoso los afectados e impidiendo el normal establecimiento de las plantas
micropropagadas a condiciones “ex vitro”.

Hernandez y Mancipe (1997) consideran que el dafio mecanico ocasionado al meristemo
durante el proceso de aislamiento y cultivo “in vitro” de ajo comercial favorecio el
desarrollo de un 15 a 20% de foliolos anormales y con crecimiento en forma de roseta que
rara vez formaron plantulas completas normales debido a que las estructuras foliares se
atrofiaron tornandose cristalinas y traslucidas. Cuesta (2004) reporta el desarrollo de
malformaciones en los explantes de ajo Rubi-1 debido a hiperhidracidad de los tejidos
causado por la fusion del medio de cultivo (solido a liquido) por temperaturas superiores a
20°C en el cuarto de crecimiento.

Para contrarestar este desorden fisioldgico se tomaron medidas correctivas para la siembra
3, tales como: cambio del gelificante del medio de cultivo utilizado (phytagel) por agar
(Merck) lavado a una concentracion inicial de 13.5g/500ml de ADD, realizando 4 a 5
lavados y midiendo conductividad entre cada lavado hasta obtener un valor en la
conductividad igual a 0. Asi mismo, se utilizé Vinipel (lamina plastica) para el sellado de
los contenedores en lugar de papel aluminio para aumentar la disponibilidad luminica e
incrementar la actividad fotosintética.

De igual manera se realizaron arreglos en el sistema de aire, el cual presentd desajustes
durante las siembra afectadas con este fendmeno, y que causaron problemas de
temperaturas en el cuarto de cultivo frio (16-20°C), con variaciones entre 19°C y 31°C; se
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realizd un control y seguimiento de las temperaturas y condiciones ambientales del cuarto
de crecimiento que permitieron disminuir la incidencia de este fendbmeno. Las siembras de
la Fase Il se realizaron en medio de cultivo gelificado con 8.5¢/l de agar phytothecnology
(Agdia) el cual es de mayor pureza y adecuado para el cultivo de tejidos vegetales, y no
precisa ser lavado.

La disminucion del porcentaje de vitrificacion demostraron que las acciones tomadas
fueron efectivas para la disminucion de este desorden fisiologico y que las condiciones que
generan la aparicion de la vitrificacion no esta relacionada con los tratamientos de
desinfeccion aplicados sino con aspectos vinculados con el desarrollo de los explantes en el
medio de cultivo como fueron el tipo y la concentracion del gelificante y las condiciones
ambientales del cuarto de cultivo. Los contenedores de vidrio se continuaron sellando con
papel aluminio una vez se estabilizé el porcentaje de vitrificacion.

El analisis del fendmeno de vitrificacion o hiperhidratacion (Véase Tabla 13) mostré que
para ninguna de las variedades existen diferencias significativas entre los tratamientos aun
cuando el Tratamiento 1 presenta la mayor media. Sin embargo, al evaluar la variable
frente a las siembras, la siembra 3 presentd diferencias altamente significativas de las
siembras 1y 2, al ser la que menos desarroll6 este fendmeno (Véase Anexo C, Cuadros 7 y
8).

Tabla 13. Comparacion de las medias presentadas en las siembras y tratamientos por
la variable Vitrificacion de la Fase | segun la prueba de Tukey

Variedad Nivel \_/|tr|f|caC|on.
Tratamiento Siembra
1 42,22 a 64,44 c**
Rubi-1 2 26,67a 31,11b
3 28,89 a 2,22 a
1 33,33 a 46,67 b**
Criollo 2 24,45 a 28,89 b
3 22,22 a 4,45 a

Medias con letras diferentes muestran diferencias para p<0.05.
* Variable con diferencias significativas.
** Variable con diferencias altamente significativas.

Si observamos el Grafico 1, en la cual se comparan el comportamientos de las variables
Viabilidad y Vitrificacién ante los tratamientos (Véase Grafico 1a y 1b) y las siembras
(Véase Grafico 1c y 1d) en las dos variedades, vemos que a medida que hay una
disminucion en la vitrificacion la tendencia de la viabilidad es hacia el aumento, es decir,

36



que el control del fendmeno de vitrificacion favorece directamente la adaptacion y el
desarrollo de explantes viables.

Grafico 1. Comparacion del comportamiento de las variables Viabilidad y
Vitrificacion en la Fase I. a) Variedad ajo Rubi-1 ante los tratamientos. b) Variedad
ajo Criollo ante los tratamientos. ¢) Variedad ajo Rubi-1 ante las siembras. e)
Variedad ajo Criollo ante las siembras.
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Una vez analizados estadisticamente el comportamiento de las diferentes variables ante los
tratamientos de desinfeccién evaluados con las variedades de ajo de interés, quedo
determinado que el Tratamiento 3 es el mejor tratamiento para la obtencion de plantulas
establecidas de ajo Rubi-1 y Criollo libres de microorganismos con un porcentaje de
viabilidad favorable para el proceso de produccién masiva.

2.2 FASE IlI: ETAPA DE ESTABLECIMIENTO

Durante esta fase se pretendio, en primer lugar, determinar un medio de cultivo que permita
el desarrollo éxitoso de los meristemos introducidos para la obtencion de plantulas
vigorosas Y libres de microorganismos enddgenos, exdgenos y vasculares. Se evaluo para
las dos variedades la altura y el nimero de hojas producidas por los explantes en los
diferentes medios para cada una de las tres siembras, asi como para el promedio de siembra
total; a la variedad Criollo se le evalud, ademas, el nimero de raices, debido a su desarrollo
durante la etapa. De esta manera se determin0 la concentracion y combinacion de los
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reguladores de crecimiento que favorecid el mejor crecimiento y desarrollo de los
explantes.

Se evaluaron igualmente, los porcentajes de contaminacion, viabilidad y vitrificacion
presentados en las siembras. A los 540 explantes introducidos en las tres siembras (30 por
tratamiento) se evaluaron las variables contaminacion, viabilidad y vitrificacion para el
total de explantes introducidos (Véase Tabla 14), pero solo 432 (24 por tratamiento) se
evaluaron para la determinacion de los 4 mejores tratamientos para cada variedad en la
etapa.

Tabla 14. Variables evaluadas en la etapa de establecimiento en ajo Criollo

Porcentajes en Ajo Rubi-1 Porcentaje en Ajo Criollo
Stembra  Contaminacion /. iicacion Viabilidad ~COMRMINACION \ 4 riticacion  Viabilidad
flngica fingica
1 1,66 1,48 91,67 0,93 1,30 90,00
2 1,11 2,04 93,33 0,56 1,85 85,00
3 0,55 0,56 89,44 0,19 1,48 88,70
TOTAL 3,32 4,08 92,96 1,68 4,63 87,90

Al observar los resultados obtenidos respecto a estas tres variables vemos que solo se
presentdé contaminacion por hongos en todas las siembras. Esta fue disminuyendo
gradualmente, aunque en ajo Rubi-1 fue mayor su manifestacion, indicando, por los bajos
porcentajes en que se manifestd, un adecuado manejo de las condiciones de manejo del
material y de asepsia ambiental, sin embargo cabe destacar que se hace necesario
implementar un anélisis micologico de la semilla que permita evaluar su calidad
fitosanitaria y determinar con mayor precision la condiciones que favorecen el desarrollo de
hongos durante la etapa de establecimiento. EI fenémeno de vitrificacion logré porcentajes
bajos por siembra, debido a la implementacion de las medidas adecuadas para la
eliminaciéon de este desorden fisiolégico. De igual manera, el porcentaje de viabilidad
promedio es un buen indicativo de excelentes condiciones en el desarrollo de esta etapa y
valida, junto con los resultados de las otras variables, una buena eleccion del tratamiento de
desinfeccion y de las condiciones de extraccion e introduccion de los meristemos.

Quezada (1998) considera que el elevado porcentaje de establecimiento de meristemos
libres de contaminacion, mayor a 90%, de ajo Rosado de Italia y Colorado de Mendoza se
debid a que se contaba con un buen protocolo de desinfeccion inicial de los explantes.
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El analisis de varianza de las variables Altura, Namero de Hojas y NUmero de Raices en las
diferentes siembras frente a los factores Auxina, Nivel de auxina y Nivel de Kinetina, y a
las interacciones “Auxina * Nivel de Auxina”, “Auxina * Nivel de Kinetina” y “Nivel de
Auxina * Nivel de Auxina” permitieron establecer los comportamientos de las variedades
Rubi-1y Criollo ante las concentraciones y combinaciones hormonales propuestas.

Para la variable Altura (\Véase Tabla 15) en cuanto a la auxina seleccionada, el AIA en las
siembras 1 y 3 de ajo Rubi-1 presento diferencias altamente significativas e inclusive en la
siembra 2, que no presentd diferencias estadisticas entre las auxinas, mostré la mejor
respuesta. En ajo Criollo tal comportamiento es similar, existiendo en la siembra 1
diferencias significativas, en la siembra 2 diferencias altamente significativas y para la
siembra 3 no se presentan diferencias. En general, para las dos variedades el AIA presenta
la mejor respuesta en el desarrollo promedio de los explantes introducidos (VVéase Anexo C,
Cuadro 9), favoreciendo el mayor crecimiento de los mismos, alcanzando una mayor
longitud promedio de crecimiento los explantes de ajo Criollo con 1.97cm mientras ajo
Rubi-1 alcanzo6 1.59cm.

Tabla 15. Comparacién de los promedios presentados segun la prueba de Tukey para
la altura de las plantulas en las siembras de la etapa de establecimiento

Factor/ — _ Rubi—_l _ _ Criollp
Efectos Nivel Siembra Siembra Siembra Promedio Siembra Siembra Siembra Promedio
1 2 3 1 2 3

Auxina AIA 168a** 156a 152a** 159a** 202a* 20l1a** 188a 197a**
ANA 131b 151a 1,31b 1,38b 1,71b 1,75b 1,89 a 1,78b

Nivel de 0,1 164a* 163a 156a** 16la** 2,39a** 22la** 217a** 2,26a**
Auxina 0,5 1,39b 1,56 a 1,40 ab 145b 1,67b 1,80b 1,83 b 1,77b
1 1,46 ab 141a 1,28 b 1,38b 1,53 b 164b 1,65¢ 160b
Nivel de 0 163a** 16la 157a** 160a** 198a 1,75b* 184b** 186a
Kinetina 0,1 1,56 a 154 a 1,39 ab 149a 1,84 a 198a 2,02 a 195a

0,5 1,30 b 1,48a 1,28Db 1,34Db 177a  192ab  179b 1,83a

Medias con letras diferentes muestran diferencias para p<0.05.
* Variable con diferencias significativas.
** Variable con diferencias altamente significativas.

En cuanto a los niveles de auxina, en las tres siembras de ajo Criollo para la variable altura
se presentaron diferencias altamente significativas que favorecen la concentracion
hormonal de 0.1mg/l respecto a las concentraciones de 0.5 y 1 mg/l, concentracion que
presentd las mejores medias en ajo Rubi-1, aun cuando sélo en la siembra 3 mostrd
diferencias altamente significativas. Los niveles de kinetina en ajo Rubi-1 mostraron para
todas las siembras como mejor concentracion Omg/l, la cual es estadisticamente igual a
0.1mg/l. Sin embargo, aunque en ajo Criollo la evaluacion final de las siembras no presentd
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diferencias significativas entre las diferentes concentraciones, 0.1mg/l permite alcanzar los
mejores resultados en esta variedad (1.95cm). De acuerdo a lo analizado, se puede decir
que el tratamiento suplementado con AIA 0.1mg/l y KIN 0.1mg/l es uno de los mejores
para el desarrollo de los meristemos de ajo Criollo. Esta misma combinacion de
reguladores hormonales puede utilizarse para ajo Rubi-1 permitiendo buenos resultados, o
bien puede solo adicionarse AIA 0.1mg/l disminuyendo costos.

En cuanto al comportamiento de la variable altura en las variedades de estudio, ante las
interacciones “Auxina * Nivel de Auxina”, “Auxina * Nivel de Kinetina” y “Nivel de
Auxina * Nivel de Auxina” (Véase Anexo C, Cuadros 10 y 11), se observé que para la
interaccion “Auxina * Nivel de Auxina” (Véase Grafico 2b) el ajo Criollo mostro
diferencias altamente significativas para las distintas concentraciones de los reguladores de
crecimiento analizados. La mejor altura promedio se obtuvo al usar ANA a 0.1mg/l, pero a
medida que se aumento6 su concentracion disminuyd su respuesta favorable, en tanto que, la
tendencia del AIA en las diferentes concentraciones, fue hacia la estabilidad entre 0.1 y
0.5mg/I disminuyendo a 1mg/I.

Grafico 2. Comportamiento de la altura de las plantulas ante las interacciones
“Auxina * Nivel de Auxina” en la etapa de establecimiento. a) Ajo Rubi-1. b) Ajo
Criollo.
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En ajo Rubi-1 también se presentaron diferencias altamente significativas, estando las
mejores respuestas para la interaccion “Auxina * Nivel de Auxina” (Véase Grafico 2a) de
la variable altura en los niveles de los reguladores de crecimiento de 1mg/l de AIA o
0.1mg/l de ANA. Sin embargo, el comportamiento de los explantes es mas estable con las
diferentes concentraciones AlA, presentando el nivel 0.1mg/l una respuesta similar a la de
1mg/l. Estas concentraciones de ANA y AlA (0.1mg/l) para las variedades Criollo y Rubi-1
son ideales para la etapa de establecimiento del proceso productivo de ajo “in vitro”, ya que
permiten el ahorro de los reguladores hormonales, disminuyen los costos de produccién y
favorecen un buen crecimiento de los explantes.
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La interaccion “Auxina * Nivel de Kinetina”, presentd diferencias altamente significativas
en la variedad de ajo Criollo (Véase Gréfico 3b) y significativas para ajo Rubi-1 (Véase
Gréafico 3a) siendo las mejores combinaciones para el desarrollo de la altura de los
explantes aquellas que usan AIA con 0 6 0.1 mg/l de kinetina. De acuerdo con los anélisis
realizados, los tratamientos que favorecen el mejor desarrollo y crecimiento de los
explantes son para ajo Criollo aquellos que tengan 0.1mg/l de AIA o de ANA con la
adiccion de 0 6 0.1mg/l de kinetina y para ajo Rubi-1 0.1mg/l de AIA con la adiccién de 0
6 0.1mg/l de Kinetina.

Grafico 3 Comportamiento de la altura de las plantulas ante las interacciones
“Auxina * Nivel de Kinetina” en la etapa de establecimiento. a) Ajo Rubi-1. b) Ajo
Criollo.
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Al analizar la variable nimero de hojas (\Véase Anexo C, Cuadro 12) con el factor auxina
se observd que no existen diferencias significativas para ninguna de las dos variedades
(Véase Tabla 16) pero en la variedad Rubi-1 el AlA present6 la mejor respuesta con 1.18
hojas por explante. La variedad Criollo, aunque presentod las mejores medias para el ANA
en las siembras 2 y 3, con el uso de cualquiera de las dos auxinas alcanza el mismo nimero
de hojas por explante (1.30).

El efecto nivel de auxina no presentd diferencias significativas para la variedad Rubi-1,
pero la concentracion 0.1mg/l permite obtener las mejores medias de produccion foliar
(1.17). Este nivel favorece igualmente los mejores promedios en ajo Criollo y presenta
diferencias altamente significativas frente a las demas concentraciones, siendo el nimero de
hojas desarrollado en la variedad Criollo superior al de la variedad Rubi-1 (1.47). Para el
efecto nivel de kinetina no se presentaron diferencias significativas en ninguna de las
siembras evaluadas en ajo Criollo, siendo el nivel Omg/l el que favorecid una mejor
respuesta de la variable. Asi mismo, este nivel se destacé en ajo Rubi-1 por presentar
diferencias altamente significativas que promovieron el desarrollo de 1.24 hojas por
explante.
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Tabla 16. Comparacién de los promedios presentados segun la prueba de Tukey para
el nimero de hojas de las plantulas en las siembras de la etapa de establecimiento

Rubi-1 Criollo
Efectos Fﬁgtor/ Siembra Siembra Siembra . Siembra Siembra Siembra .
ivel 1 5 3 Promedio 1 5 3 Promedio
Auxina AlA 1,19a 117 a 1,18 a 1,18a 1,306a 1,319a 1,264a 1,30 a
ANA 111a 111a 1,13 a 112a 1,250a 1,333a 1,320a 1,30 a
Nivel de 0,1 121a 1,13a 1,19a 117a 1,354a* 1438a 1438a 1l4la**
Auxina 0,5 1,13 a 1,17 a 1,13 a 1,14a 1,333a  1,292a 1,208a 1,28ab
1 1,13 a 1,13 a 1,15a 1,13 a 1,146a 1,250a 1,229a 1,21b
Nivel de 0 1,19a 127a** 125a* 1,24a** 1354a 1,354a 1,354a 1,35a
Kinetina 0,1 1,19a 1,08b 1,15ab 1,14b 1,230a 1,313a 1,270a 1,27a

0,5 1,08 a 1,06 b 1,06 b 1,07b 1250a 1,313a 1250a 127a

Medias con letras diferentes muestran diferencias para p<0.05.
* Variable con diferencias significativas.
** Variable con diferencias altamente significativas.

En cuanto al comportamiento de la variable hojas en las variedades de estudio ante las
interacciones “Auxina * Nivel de Auxina” y “Auxina * Nivel de Kinetina” (Véase Anexo
C, Cuadros 13 y 14), se observo que para las interacciones “Auxina * Nivel de Auxina” no
existen diferencias significativas en ninguna de las 3 siembras de ajo Rubi-1 (Véase
Gréafico 4a) presentdndose promedios muy similares en los diferentes niveles hormonales.
Sin embargo, los mejores resultados se dieron para el AIA a 0.1mg/l (1.22). En ajo Criollo
se presentaron diferencias altamente significativas que permitieron establecer el nivel de
ANA 0.1mg/l, como el mejor en el promedio de nimero de hojas desarrollado (Véase
Gréfico 4b).

Gréafico 4. Comportamiento del numero de hojas de las plantulas ante las

interacciones “Auxina * Nivel de Auxina” en la etapa de establecimiento. a) Ajo Rubi-
1. b) Ajo Criollo.
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En las interacciones “Auxina * Nivel de Kinetina” no se presentaron diferencias
significativas para la variedad Rubi-1 (Véase Grafico 5a) y las mejores respuestas para el
desarrollo foliar son dadas con el uso de KIN a 0.1mg/l con cualquiera de los dos
reguladores auxinicos. Para la variedad Criollo la mejor respuesta se dio para AIA - KIN
Omg/l, aunque se observo una respuesta favorable con ANA - KIN 0.5mg/l (Véase Grafico
5b). Como se puede observar los comportamientos de las variables altura y nimero de
hojas son muy similares frente a los factores y niveles evaluados.

Debido a que los explantes de la variedad Criollo formaron algunas raices, durante esta fase
se realizo el andlisis de varianza (Véase Anexo C, Cuadros 15y 16).

Gréfico 5. Comportamiento del nimero de hojas de las plantulas ante las
interacciones “Auxina * Nivel de Kinetina” en la etapa de establecimiento. a) Ajo
Rubi-1. b) Ajo Criollo.
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Tabla 17. Comparacion de los promedios presentados segun la prueba de Tukey para
el nimero de raices de las plantulas en las siembras de la etapa de establecimiento

Efectos Factor/ Ajo Criollo
Principales Nivel Siembra 1 Siembra 2 Siembra 3 Promedio

AlA 0,375 a 0,514 a 0,333a 041a

AUXINA ANA 0,292 a 0,375 a 0,486 a 0,38a
0,1 0,313 a 0,604 a 0,563 a 0,49 a*

NIVAUX 0,5 0,396 a 0,417 a 0,354 a 0,39 ab
1 0,292 a 0,313 a 0,313 a 0,31b

0 0,438 a 0,521 a 0,500 a 049a

NIVKIN 0,1 0,396 a 0,458 a 0,333 a 0,39a
0,5 0,167 a 0,354 a 0,396 a 0,31a

Medias con letras diferentes muestran diferencias para p<0.05.
* Variable con diferencias significativas.
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Como se observa en la Tabla 17, el factor auxina la variable no presentd diferencias
significativas en ninguna de las siembras pero los mejores resultados son para la auxina
AlA. Para el efecto nivel de auxina, el nivel que promovié el mayor desarrollo de raices fue
0.1mg/I presentando en general diferencias significativas con el nivel 0.5mg/l. En cuanto al
nivel de kinetina, el mejor desarrollo de raices se presentd a un nivel hormonal de Omg/I,
teniendo valores menores a mayor concentracion hormonal.

Para la interaccion “Auxina * Nivel de Auxina” (Véase Grafico 6a) existen diferencias
altamente significativas con las mejores respuestas a 0.1mg/l de ANA, mientras que para la
interaccion “Auxina * Nivel de Kinetina” no se presentaron diferencias significativas pero
la mejor respuesta se dio para AIA-KIN 0mg/l (Veéase Grafico 6b).

Graéfico 6. Comportamiento del niamero de raices de las plantulas de ajo Criollo en la
etapa de establecimiento. a) Interaccion “Auxina * Nivel de Auxina”. b) Interaccion
“Auxina * Nivel de Kinetina”.
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Teniendo en cuenta los resultados de los tratamientos para las variables altura, nimero de
hojas y numero de raices y la importancia de cada una se considero que la variable altura es
la que mayor relevancia o valor tiene ya que permite determinar el buen desarrollo y
crecimiento de los explantes ante los tratamientos a los que se sometieron. En el Tabla 18
se observa la prueba de comparacion multiple segun Tukey para todos los tratamientos
ensayados y los promedios arrojados para las diferentes variables en cada variedad (\VVéase
Anexo C, Cuadros 17 y 18).

Los resultados para la variedad Criollo muestran la existencia de diferencias altamente
significativas para las variables altura y nimero de hojas, mientras la variable nimero de
raices presenta diferencias significativas. Para la variable altura los cuatro mejores
tratamientos fueron los tratamientos 11 (0.1mg/l ANA y 0.1mg/l KIN), 12 (0.1mg/l ANA'y
0.5mg/l KIN), 2 (0.1mg/l AIA y 0.1mg/l KIN) y 4 (0.5mg/l AIA y 0 mg/l de KIN) los
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cuales mostraron una altura promedio de 2.75, 2.69, 2.65 y 2.60 cm, respectivamente; se
presenta ademas la no existencia de diferencias estadisticas entre los tratamientos 11 y 12.
Se puede observar que los tratamientos 4, 12 y 11 son parte de los mejores tratamientos
para la variable hojas y desarrollaron un nimero de 1.71, 1.58 y 1.54 hojas por explante,
junto con el tratamiento 10 que permitié obtener 1.46 hojas por explante. Por su parte, los
tratamientos 11, 4, 10,12 y 7 tuvieron las mejores respuestas en el nimero de raices.
Nuevamente los medios 11 y 4 se encuentran entre los mejores.

Tabla 18. Comparacion de los promedios presentados segun la prueba de Tukey por
los tratamientos evaluados para la altura, el nimero de hojas y el nUmero de raices de
las plantulas de las variedades Rubi-1y Criollo en la etapa de establecimiento.

Tratamiento Ajo Criollo Ajo Rubi-1

Altura** Hojas** Raices* Altura** Hojas**
1 1,62 cdef 1,33 ab 0,42 a 1,25 cdef 1,13 ab
2 2,65 ab 1,38 ab 0,38 a 2,08 a 142 a
3 1,80 cdef 1,17 b 0,25 a 1,46 bcdef 1,13 ab
4 2,60 ab 1,71 a 0,67 a 1,74  abcde 1,30 ab
5 1,93 cde 121 b 0,50 a 1,39 bcdef 1,13 ab
6 158 cdef 1,17 b 0,17 a 1,50 abcdef 1,04 b
7 1,83 cdef 1,17 b 0,54 a 198 ab 1,33 ab
8 1,77 cdef 1,25 ab 0,50 a 1,64 abcdef 1,13 ab
9 1,95 cd 1,29 ab 0,25 a 1,26 cdef 1,13 ab
10 2,04 bc 1,46 ab 0,58 a 1,92 abc 1,29 ab
11 2,75 a 154 ab 0,79 a 1,49 abcdef 1,04 ab
12 2,69 a 158 ab 0,54 a 1,44  bcdef 1,04 b
13 1,69 cdef 1,29 ab 0,50 a 1,83 abcd 1,33 ab
14 127 f 1,13 b 0,13 a 1,11 ef 1,08 ab
15 153 cdef 1,17 b 0,38 a 1,15 def 1,04 b
16 1,36 def 1,17 b 0,21 a 090 f 1,13 ab
17 1,31 ef 1,13 b 0,08 a 1,27 cdef 1,04 b
18 141 cdef 1,25 ab 0,25 a 1,67 cdef 1,04 b

Medias con letras diferentes muestran diferencias para p<0.05.
* Variable con diferencias significativas.
** Variable con diferencias altamente significativas.

Para la variedad Rubi-1 se observa la existencia de diferencias altamente significativas para
las variables altura y numero de hojas, donde para la variable altura los cuatro mejores
tratamientos fueron los tratamientos 2 (0.1mg/l AIA y 0.1mg/l KIN), 7 (Img/l AlIA'y
Omg/l KIN), 10 (0.1mg/l ANA y Omg/l KIN), y 13 (0.5mg/l ANA y 0 mg/l de KIN) los
cuales mostraron una altura promedio de 2.08, 1.98, 1.92 y 1.83cm, respectivamente. Los
tratamientos 2, 7,13 y 4 desarrollaron 1.42, 133, 1.33 y 1.30 hojas por explante. Los
medios 2, 7 y 13 tuvieron buenos comportamientos en las dos variables evaluadas.
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Quezada (1998) en su investigacion determind como el mejor tratamiento en el que se
desarrollaron los explantes de los ecotipos de ajo evaluados fue el enriquecido con 0.1mg/l
de AIA 'y 0.1mg/l de KIN (Tratamiento 2), medio propuesto por Conci et al (1986) y de
gran aceptacion en la implementacion de procesos de cultivo “in vitro” de diferentes
variedades de ajo (Alvarado, 2001; FAO, 1991). Investigadores como Conci(1991),
Hernandez y Mancipe(1997) e lzquierdo (2000) establecieron meristemos de ajo de
diversos clones en medio MS suplementado con ANA 0.1mg/l y KIN 0.1mg/l (Tratamiento
11) obteniendo buenos resultados.

Por consiguiente, se seleccionaron los tratamientos 11, 12, 2 y 4 como los cuatro mejores
tratamientos de la etapa de establecimiento de ajo Criollo y los tratamientos 2, 7, 10 y 13
para ajo Rubi-1. Para cada variedad en el orden en el que aparecen los tratamientos se
denominan para la etapa de multiplicacion como 1M (primer mejor tratamiento), 2M
(segundo mejor tratamiento), 3M (tercer mejor tratamiento) y 4M (cuarto mejor
tratamiento). Asi mismo, se determind que en 3 ¢ 4 semanas se obtienen explantes iguales o
superiores a 1.5cm siendo el tamafio adecuado para realizar el traspaso de los explantes a la
etapa de multiplicacion.

2.3 FASE Il: ETAPA DE MULTIPLICACION

Durante esta etapa se busco la produccion del mayor nimero posible de propagulos a partir
de explantes ya establecidos “in vitro” (Pérez, 1998) determinando el nimero de
subcultivos adecuados y el coeficiente de multiplicacion de la variedad para cada
subcultivo. Para determinar el medio de cultivo optimo en la multiplicacion de plantulas “in
vitro” de ajo Criollo se evalud el niimero de brotes por explante, la altura promedio de los
brotes, el nimero promedio de hojas y de raices por explante para los pases o subcultivos
de multiplicacion realizados. Se presentan los resultados para los dos ensayos realizados,
pero se profundizara en el segundo ensayo debido a que permitié establecer el medio de
cultivo de multiplicacion.

Primer ensayo. Se analiza el comportamiento en dos subcultivos de las hormonas
auxinicas AlA, AIB y ANA frente a los cuatro tratamientos seleccionados en la etapa de
establecimiento.

En el Tabla 19, para el efecto Auxina/Kinetina en el primer subcultivo observamos para la
variedad de ajo Rubi-1 que existen diferencias altamente significativas para las variables
altura, donde la combinacion ANA/KIN favorecio6 el mayor crecimiento. Esta combinacién
también fue la mejor para el numero de hojas formado, y el mayor nimero de raices se dio
en AIA/KIN; ante el tratamiento de introduccion, los tratamientos 7 y 13 presentan
diferencias altamente significativas del tratamiento 2 para el crecimiento de los explantes,
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mientras que los tratamientos 2 y 10 las presentan del 13 para el desarrollo de hojas. Se
destaca para las dos variedades, la igualdad de datos para la variable brotes/explante,
variable determinante para esta fase (Véase Anexo C, Cuadro 19).

Tabla 19. Comparacion de los promedios presentados segun la prueba de Tukey por
los tratamientos evaluados para la altura, el nUmero de brotes/explante, de hojas y de
raices de las plantulas de las variedades Rubi-1 y Criollo en el primer subcultivo del
primer ensayo de multiplicacion de ajo Criollo.

Ajo Rubi-1 Ajo Criollo
Efectos Nivel Altura Brotes/ Hojas Raices Altura Brotes/ Hojas Raices
Explante Explante

AIA/KIN 597 b** 100N.A. 2,75a 291a 6,82a 1,00N.A. 28la 3,19a
AIB/KIN 698ab 100N.A. 266a 3,13a 7,30a 1,00N.A. 297a 3,13a
ANA/KIN 793a 100N.A. 288a 283a 7,16a 1,00N.A 306a 43la
M 6,06 b* 1,00N.A. 2,96a** 267a 6,99a 1,00N.A. 292a 3,67a
Tratamiento de 2M 753a 1,00N.A. 2,79ab 30a 7,38a 1,00N.A. 283a 3,13a
Introduccion 3M 6,74ab 1,00N.A. 296a 3,13a 7,26a 1,00N.A. 3,33a 3,29a
4M 748a 100N.A. 233b 308a 6,72a 1,00N.A. 269a 4,13a
Medias con letras diferentes muestran diferencias para p<0.05.
N.A: no se puede analizar la variable porque todos los datos son iguales
* Variable que presenta diferencias significativas
** Variable que presenta diferencias significativas

Auxina / Kinetina
(0.2/0.2mg/l)

En este primer subcultivo en la variedad de ajo Criollo (Véase Anexo C, Cuadro 20),
ningun efecto presentd diferencias significativas. Se observo, ademas, que los explantes
sometidos a la combinacién AIB/KIN presentaron un mejor crecimiento, mientras los
sometidos a ANA/KIN manifestaron el mejor desarrollo foliar y radicular. En cuanto al
efecto Tratamiento de Introduccion, para ninguna de las variables existen diferencias
significativas atn cuando los mejores promedios para la variable Altura la manifestaron los
tratamientos 12 y 2, para la variable hojas la mejor respuesta la present6 el tratamiento 2,
mientras el tratamiento 4 desarrolla la mayor media de raices.

En el segundo subcultivo segun se observa en el Tabla 20 la variedad Rubi-1 (Véase
Anexo C, Cuadro 21) desarrollé los mejores promedios de crecimiento de los explantes y
de formacion de brotes/explante con el uso de AIB/KIN sin presentar las variables
diferencias significativas, aunque para las variables nimero de hojas se presentan
diferencias altamente significativas entre para el AIA/KIN y para la variable nimero de
raices ANA/KIN se presenta diferencias significativas. En cuanto al tratamiento de
introduccion, los tratamientos 2 y 7 presentaron las mejores respuestas para las variables
brotes/explante y el tratamiento 10 fue el mejor para la formacion hojas. Sin embargo, las
variables no presentaron diferencias significativas entre tratamientos; las variables altura 'y

47



raices presentaron diferencias significativas y altamente significativas para los tratamientos
7'y 2, respectivamente.

Tabla 20. Comparacion de los promedios presentados segun la prueba de Tukey por
los tratamientos evaluados para la altura, el nUmero de brotes/explante, de hojas y de
raices de las plantulas de las variedades Rubi-1 y Criollo en el segundo subcultivo del
primer ensayo de multiplicacion de ajo Criollo.

Ajo Rubi-1 Ajo Criollo
Efectos Nivel Altura Brotes/ Hojas  Raices Altura Brotes/ Hojas Raices
Explante Explante

AIA/KIN  705a 1,18a 522 a** 3,10b* 743a 174a** 33la 346a
Auxina / Kinetina AIB/KIN 7,81a 1,26 a 3,43b 325ab 7,22a 1,03b 319a 348a

(0.1/0.1mg/l) AKNIQ/ 763a 125a 378b  37la 73%9a 125b 328a 334a

M 6,95 a* 1,25a 3,92a 389a** 76la 136a 3,37ab* 3,79 a*

Tratamiento de 2M 8,07 a 1,25 a 4,04 a 3,25ab  7,25a 1,33a 350a 3,25b
Introduccién 3M 711a 1,21a 4,58 a 304b 747a 1,33a 304b 337ab
4M 7,87 a 1,22a 4,04 a 325ab  7,06a 1,33a 3,13ab 3,30 ab

Medias con letras diferentes muestran diferencias para p<0.05.
* Variable que presenta diferencias significativas
** Variable que presenta diferencias significativas

Para ajo Criollo (\Véase Anexo C, Cuadro 22) s6lo se presentaron diferencias altamente
significativas para el efecto auxina/kinetina en la variable brote/explante en el segundo
subcultivo presentando la combinacion AIA/KIN la mayor media de multiplicacion,
combinacion que favorecio la mayor altura promedio.  Para el efecto Tratamiento de
Introduccion las variables Altura y Brote/explante no existen diferencias significativas,
mientras para las variables Hojas y Raices se presentan diferencias significativas. El
tratamiento 11 se destacé por favorecer un mejor crecimiento de los explantes (Altura), asi
como por presentar un buen desarrollo de las variables brote/explante, hojas y raices.

La baja eficiencia de las diferentes combinaciones hormonales para favorecer la induccion
de brotes durante la etapa de multiplicacién, lo cual se debe al uso de una baja
concentracion y la citoquinina utilizada (kinetina) que no produjeron accion sobre el
rompimiento de la dominancia apical de los explantes y la estimulacion de brotes como se
observo en el primer subcultivo, llevd a la necesidad en el segundo subcultivo de la
realizacion de una escision en la base apical. Sin embargo, la practica de este corte no es
recomendada porque estimula la formacion de brotes adventicios incrementando la
posibilidad de variabilidad somaclonal e inestabilidad genética (Burba, 1992; Pérez, 1998),
incrementa la inversion de tiempo por parte de los operarios y no garantiza la obtencién de
los resultados esperados.
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Segundo ensayo. Establecer el balance apropiado auxina — citoquinina del medio de
multiplicacion que favorezca una tasa de multiplicacion efectiva en el proceso de
micropropagacion de ajo es el objetivo de la etapa y en el segundo ensayo en el cual se
utilizaron 2ip y ANA en dos concentraciones diferentes se pudieron lograr resultados
adecuados para la etapa.

Tabla 21. Comparacion de los promedios presentados segun la prueba de Tukey por
los tratamientos evaluados para la altura, el nUmero de brotes/explante, de hojas y de
raices de las plantulas de las variedades Rubi-1 y Criollo en el segundo ensayo de
multiplicacién de ajo Criollo.

Ajo Rubi-1 Ajo Criollo
Efectos Nivel Altura Brotes/ Hojas Raices Altura Brotes/ Hojas Raices
Explante Explante
Moriconi 10,20

Kk
Tratamiento (1990) 6,23 a 275 a 1183a 325a 6,33a 3,08b e 425a

2ip FAO
(1989)
1M 7,13a 3,50 a 12,10a 4,20a* 597a 295b 9,70a 4,20b**
Tratamientode  2M 711ab** 3,15a 10,45a 3,10ab 7,34a 3,75a 12,10a 5,60a
Introduccioén 3M 5,04 ¢ 315a 11,35a 3,550ab 6,89a 3,75a** 14,25a 4,25b
4M 6,07 bc 3,00 a 11,80a 2,85b 6,22a 3,10ab 10,30a 3,50b
Medias con letras diferentes muestran diferencias para p<0.05.
* Variable que presenta diferencias significativas.
** Variable que presenta diferencias altamente significativas.

6,45 a 290a 11,03a 357a 6,87a 3,7a 1297a 4,27a

Como se observa la Tabla 21, la variedad de ajo Rubi-1 presentd ante el tratamiento de 2ip
propuesto por la FAO (1989) la mejor respuesta para la variable brote/explante, aun cuando
no muestra diferencias significativas con el medio de Moriconi (1990) (Véase Anexo C,
Cuadro 23). Este tratamiento dio los mejores resultados para las variables altura y nimero
de raices, variables que tampoco presentaron diferencias significativas. Para los
tratamientos de introduccion, el tratamiento 2 presentd las mejores respuestas en las
diferentes variables aun cuando manifestd diferencias altamente significativas para las
variables altura y significativas para la variable nimero de raices, mientras las variables
brotes/explante y nimero de hojas no presentaron diferencias significativas entre los
tratamientos. Analizando los dos tratamientos con 2ip en ajo Criollo (Véase Anexo C,
Cuadro 24) vemos que, existen diferencias altamente significativas para las variables
brote/explantes y hojas, siendo el medio propuesto por FAO (1989) el que permite obtener
una respuesta mas favorable inclusive para las variables altura y raices que no presentaron
diferencias significativas. Como se observa para el efecto tratamiento de introduccion no
existen diferencias significativas para las variables Altura y Hojas mientras las variables
brote/explante y raices presentan diferencias altamente significativas para los tratamientos 2
y 12, respectivamente.
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El medio Moriconi (1990) ha sido reportado en varias investigaciones con diferentes
coeficientes de multiplicacion. Es asi como Racca (1989) obtiene 8 brotes/explante en 60
dias con el uso de MS al 50% suplementado con 3ppm de 2ip y 0.3ppm de ANA en apices
caulinares o meristemos de ajos “Rosado Paraguayo” y “Blanco”. Alvarado (2001), a su
vez, logro una tasa de multiplicacion de 10.54, 12.57 y 9.14 para las variedades Chino,
California y Perla al usar el medio de Moriconi (1990), resultados mejores que los
obtenidos por Moriconi (1990) con las variedades Blanco y Colorado. Quezada (1998)
logré 3.214 brotes/explante en ajo Colorado de Mendoza. Aunque los promedios
presentados por las variedades de estudio no son iguales o superiores a los reportados en
investigaciones similares, lo cual puede deberse al comportamiento de los genotipos
analizados, se considera que entre los medios Moriconi (1990) y FAO (1989) las mejores
respuestas son para el medio sugerido por la FAO (1989), lograndose disminuir
notablemente el consumo de 2ip (de 3 mg/l a 0.5mg/l) y de ANA (de 0.3 mg/l a 0.1mg/l)
reduciendo el consumo de estas materias primas, aminorando los costos de produccidn.

Tabla 22. Comparacion de los promedios presentados segun la prueba de Tukey por
la interaccion “Tratamiento 2ip Moriconi * Tratamiento de Introduccion” para la
altura, el nimero de brotes/explante, hojas y raices de las plantulas de las variedades
Rubi-1y Criollo en el segundo ensayo de multiplicacién de ajo Criollo.

Ajo Rubi-1 Ajo Criollo
Nivel . . . .
e Altura Brotes/ Hojas Raices Altura Brotes/ Hojas  Raices
explante explante

31 6,73ab** 300a 139a 3,30a 534b* 2,7a 8,70 b** 3,90 b**
32 7,94 a 240a 103a 36a 742a 350a 8,60 b 6,20 a
33 4,95c 2,70a 114a 290a 590ab 330a* 14,10a 4,00b
34 5,3 bc 290a 11,7a 3,2a 669ab 28a 9,40 b 2,90b

Medias con letras diferentes muestran diferencias para p<0.05.

* Variable que presenta diferencias significativas.

** Variable que presenta diferencias altamente significativas.

Como se observa en el Tabla 22 que analiza la interaccion “Tratamiento 2ip Moriconi *
Tratamiento de Introduccion” (Véase Anexo C, Cuadro 25), en ajo Rubi-1 la variable altura
presentd diferencias altamente significativas del tratamiento 32 ante los demas
tratamientos. Para la variable brotes/explante, numero de hojas y de raices no se
presentaron diferencias significativas, pero el tratamiento 31 fue el que mayor nimero
promedio de brotes desarrolld, seguido del tratamiento 34. La variedad Criollo (Veéase
Anexo C, Cuadro 26) en las variables Altura y brotes/explante present6 diferencias
significativas para el tratamiento 32. Las variables Hojas y Raices presentaron diferencias
altamente significativas para los tratamientos 33 y 34, respectivamente

50



Para la variedad de ajo Rubi-1, el analisis de la interaccion “Tratamiento 2ip FAO *
Tratamiento de Introduccion” (Véase Anexo C, Cuadro 27) como se observa en la Tabla
23, presentd diferencias significativas de los tratamientos 35 y 36 para las variables altura y
nimero de raices. La variable brotes/explante a pesar de no mostrar diferencias
significativas entre los tratamientos permite con el tratamiento 35 obtener 4 brotes por
explante. La variedad Criollo (Véase Anexo C, Cuadro 28) mostro en la variable altura que
los tratamientos 36 y 37 presentaron diferencias altamente significativas respecto a los otros
tratamientos, mientras la variable hojas present6 diferencias significativas. Sin embargo,
no existen diferencias entre los tratamientos; la variable Raices no presentd diferencias
significativas al igual que la variable brote/explante, pero nuevamente la mejor respuesta
para la variable se dio en los tratamientos 37 y 36.

Tabla 23. Comparacion de los promedios presentados segun la prueba de Tukey por
la interaccion “Tratamiento 2ip FAO * Tratamiento de Introduccion” para la altura,
el nimero de brotes/explante, de hojas y de raices de las plantulas de las variedades
Rubi-1y Criollo en el segundo ensayo de multiplicacion de ajo Criollo.

Ajo Rubi-1 Ajo Criollo
Nivel Altura Brotes/ Hojas Raices  Altura Brotes/ Hojas  Raices
Explante Explante

35 749a* 4,00a 10,30a 4,10ab 6,6lab*> 3,20a 10,70a* 350a

36 6,33ab 390a 1240a 4.80a 7,27 a 400a 1560a 5,00a

37 5,13 b 3,10a 950a 183 7,88a 420a 14,40a 450a
38 6,85 a 3,10a 11,90a 2,50b 575b 340a 11,20a 4,10a
Medias con letras diferentes muestran diferencias para p<0.05.

* Variable que presenta diferencias significativas.

** Variable que presenta diferencias altamente significativas.

Podemos concluir que, las mejores respuestas para las variedades Rubi-1 y Criollo son
gracias los tratamientos 35 y 37, tratamiento idénticos ya que, el primer mejor tratamiento
de la fase de establecimiento en ajo Rubi-1 fue el tratamiento 2, el cual fue el 3 mejor
tratamiento para ajo Criollo. Es decir, que este tratamiento es el indicado para la etapa de
multiplicacién tanto de ajo Rubi-1 y Criollo, por lo que se selecciona para el proceso
productivo en la etapa de establecimiento el uso de AIA 0.1 mg/l y KIN 0.1 mg/l y para la
etapa de multiplicaciéon 2ip 0.5mg/l y ANA 0.1mg/l, debido a que permiten obtener una
respuesta favorable en las variables de la etapa de establecimiento como es el buen
crecimiento y desarrollo de los explantes a las condiciones “in vitro” y genera una buena
tasa de multiplicacion en ajo Criollo y Rubi-1.
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Se realizaron tres siembras con la variedad Rubi-1 y dos con Criollo para determinar el
coeficiente de multiplicacion en cada subcultivo y el nimero de subcultivos necesarios para
lograr la mayor produccion de plantulas por meristemo en cada variedad.

Como se observa en el Tabla 24, aunque se forman microbulbillos espontdneamente, que
mantienen la tasa de multiplicacién, no se tienen en cuenta para iniciar el siguiente
subcultivo debido al riesgo de desecamiento de las hojas e inicio del estado de dormicion
del microbulbillo, lo cual generaria un descenso mayor en la tasa de multiplicacién de la
variedad. La formacién espontanea de microbulbillos en esta fase es un evento normal,
como lo manifiesta Conci (2004) en el protocolo de micropropagacion de ajo de
REDBIOFAO.

Tabla 24. Coeficiente de multiplicacion presentado en cada subcultivo en las siembras
realizadas de ajo Criollo y Rubi-1

Explantes Explantes

Variedad Siembra Subcultivo Microbulbos Plantulas Coeficiente

Iniciales finales
1 15 23 7 16 1,53
) 2 16 53 15 38 3,31
3 38 62 12 50 1,63
. 4 50 69 12 57 1,38
Criollo 1 13 17 2 15 1,31
) 2 15 68 11 57 453
3 57 69 26 43 1,21
4 43 48 3 45 1,12
1 25 50 6 44 2,00
. 2 43 104 8 96 242
3 86 129 9 120 1,50
4 80 93 4 89 1,16
1 27 44 9 35 1,63
) 2 32 99 7 92 3,09
Rubi-1 2 3 90 152 12 140 1,69
4 119 139 3 136 1,17
1 20 33 5 28 1,65
3 2 25 77 11 66 3,08
3 66 114 17 97 1,73
4 59 71 3 68 1,20

Tanto para la variedad Rubi-1 como para Criollo en las diferentes siembras, el subcultivo
numero 2 es el que presenta el mejor coeficiente de multiplicacion (Véase Gréafico 7) siendo
estadisticamente diferente este subcultivo en ajo Criollo (Véase Anexo C, Cuadro 29),
presentando un promedio 3.92 brotes/explantes mientras para ajo Rubi-1 presenta
diferencias altamente significativas con un promedio de 2,86 (Véase Tabla 25). ElI mayor
indice de propagacion en ajo Criollo sugiere una dependencia del genotipo (Castillo, 1998;
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Pérez, 1998; lzquierdo, 2000) debido a sus caracteristicas fisioldgicas (Moriconi, 1990 en
Quezada, 1998).

Graéfico 7. Coeficiente de multiplicacion presentado en cada subcultivo en las siembras
realizadas de ajo Criollo y Rubi-1
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Tabla 25. Comparacion del coeficiente de multiplicacion promedio presentado en cada
subcultivo seguin la prueba de Tukey por las variedades Rubi-1y Criollo

Variedad Subcultivo Coeficiente
1 142D
2 392a
Criollo* 3 142D
4 1,25b
Promedio 2,00
1 1,76 b
2 2,86 a
Rubi-1** 3 1,64b
4 1,17c
Promedio 1,81

Medias con letras diferentes muestran diferencias para p<0.05.
* Variable que presenta diferencias significativas.
** Variable que presenta diferencias altamente significativas.

Aunque la respuesta de ajo criollo para el coeficiente promedio presentado teniendo en
cuenta todos los subcultivos fue mejor, estadisticamente no existen diferencias
significativas (Véase Anexo C, Cuadro 30) entre las variedades en la etapa de
multiplicacién. En concordancia con Alvarado (2001) quien reportd que la capacidad de
multiplicacion de las variedades Chino, California y Perla no presentan diferencias
estadisticas aun cuando la variedad California presenté el mayor nimero de brotes/explante
(12.57), seguido por la variedad Chino y Perla (9.14 y 10.54, respectivamente).
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De acuerdo con los resultados es conveniente someter los explantes al segundo o inclusive
hasta el tercer subcultivo, para obtener la mayor cantidad de plantulas posibles de ajo
Criollo y Rubi-1, logrando la formacion de algunos microbulbillos y no perder durante los
siguientes subcultivos material vegetal debido a la disminucién del coeficiente de
multiplicaciéon. La FAO (1991) manifiesta que luego de 45 dias en cultivo, los explantes
desarrollan brotes (3 en promedio) que son subcultivados cada 30 dias, sin embargo,
sugiere no realizar mas de 3 repiques debido a la disminucion en la tasa de multiplicacién
en los repiques sucesivos posteriores. Sin embargo, Conci (2004) indica que la tasa de
multiplicacién varia con el nimero de repiques en el medio de multiplicacion, siendo baja
en los primeros y aumentando a partir del segundo o tercer repique a medio fresco, como
vemos en los resultados para las variedades de interés el comportamiento se ajusta a las
indicaciones de la FAO (1991).

En cuanto al tiempo necesario entre cada subcultivo, se establecen 6 semanas como las
indicadas; Moriconi (1991) manifiesta que la tasa de multiplicacion del ajo depende de las
caracteristicas del clon, siendo muy variables pero llegando de 7 a 8 plantulas en 6
semanas. Para Conci (2004) cada 6 a 8 semanas es posible obtener una tasa de
multiplicacién que varia entre 2 y 6 brotes/explante, dependiendo del cultivar y del tiempo
de permanencia bajo las condiciones “in vitro”. Burba (1992) sugiere realizar los repiques
(subcultivos) entre 3 a 6 semanas para evitar la desecacion del medio.

Se establece para la etapa de multiplicacion que el tratamiento 37 es aquel que permite la
obtencion de la mayor cantidad de brotes por explante para las dos variedades, asi como un
mejor desarrollo y crecimiento de los explantes, siendo durante el subcultivo 2 que se logra
la mejor tasa de multiplicacion y realizando los subcultivos cada 6 semanas.

2.3.1 Ecuacion general de produccion. Una vez establecido los coeficientes de
multiplicacién y el nimero de subcultivos adecuados para cada variedad se puede plantear
la ecuacién de produccion de los genotipos para proyectar el proceso a escala productiva.
La produccion para cada una de las variedades a partir de 1000 materiales “in vitro”, dada
la ecuacién general de produccion (Aragon, 1995):

P=MI {CM[1-(%R/100)]} Np

Donde:

P = Produccion a obtener.

CM = Coeficiente de multiplicacion

MI = Material inicial “in vitro” disponible.
Np = Numero de subcultivos.
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%R =Porcentaje de rechazo planificado.

Produccion para el coeficiente de multiplicacién ajo criollo, donde el CM es igual a 2:

P=1000 {2[1-(5/100)]}*

P =13.032 plantulas

Produccidn para el coeficiente de multiplicacion ajo Rubi-1, donde el CM es igual a 1.81:

P=1000 {1.81[1-(5/100)]}*

P =8.741 plantulas

2.4 FASE I11: ETAPA DE MICROBULBIFICACION

El objetivo de esta etapa es la produccién de plantulas de ajo con 6rganos de reserva
(microbulbillos) para reducir las dificultades presentadas durante la fase de endurecimiento.
Se evalu6 el didmetro ecuatorial, tamafio de los microbulbillos, el numero de raices y el
tamafio de las plantulas para los 4 tratamientos de sacarosa.

A través del andlisis de varianza de la variable Didmetro Ecuatorial se establecieron para
las dos variedades de estudio (Véase Anexo C, Cuadros 31 y 32) diferencias altamente
significativas del tratamiento 42 (90g/l) respecto a los tratamientos 39 y 40 (40 y 50g/1,
respectivamente), siendo estadisticamente igual al tratamiento 41 (60g/l). La variedad
Criollo presenta un mayor didametro ecuatorial del microbulbillo desarrollado (8.71).

Los resultados coinciden con los de Mujica y Mogollon (2004) quienes manifiestan que la
microbulbificacion es afectada significativamente por la sacarosa, aumentando al
incrementarse la concentracion de la fuente de carbono (Véase Tabla 26). Mujica y
Mogollon (2004) reportan que segun Yamagishi, 1998 la hidrolizacion extracelular de la
sacarosa en glucosa y celulosa gracias a la enzima acido invertasa secretada por el tejido de
los microbulbos al medio de cultivo favorece un aumento en el crecimiento y desarrollo
celular.
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Tabla 26. Comportamiento de las variables en la etapa de microbulbificacion de ajo
criollo

Ajo Rubi-1 Ajo Criollo
: Diadmetro Tamafio Didmetro Tamafio
Tratamiento ecuatorial**  plantula Raices ecuatorial** plantula*  Raices
(mm) (cm) (mm) (cm)
39 (409/1) 1,30¢c 10,57 a 54a 1,71c 10,66 b 54a
40 (50g/1) 3,60b 10,59 a 55a 420b 11,38 ab 55a
41 (60g/1) 4,70 ab 10,31a 57a 7,75a 12,12 a 6,6 a
42 (90g/1) 570 a 10,23 a 6,6 a 8,71a 12,40 a 57a

Medias con letras diferentes muestran diferencias para p<0.05.
** Variable que presenta diferencias altamente significativas.

Quezada (1998) afirma que debido a la no existencia de diferencias estadisticamente
significativas para los reguladores de crecimiento utilizados para la microbulbificacion en
su investigacion, probablemente la formacion de los bulbos se dio por la elevada
concentracion de sacarosa (50g/l) que aumentd el estrés hidrico, asi como el potencial
osmotico del medio del cultivo, causando en las células estres fisioldgico que lleva a la
induccién de microbulbificacion, enmascarando la accion del &cido jasmdnico (JA). Kim et
al (2003) reporta que las concentraciones altas de sacarosa contribuyen a aumentar la
produccion de bulbos en las plantulas de ajo, considerando dptimo para el desarrollo de
bulbos el medio suplementado con sacarosa al 11%, obteniendo explantes con una masa
fresca de 5128 mg y 30.8 bulbos por explante.

Moriconi (1991), Quezada (1998) Burba (1992) y Alvarado (2001) coinciden al manifestar
que el tamafio de los microbulbillos puede establecerse indistintamente por su diametro
transversal o peso unitario, debido a que existe una correlacion exponencial muy alta entre
ambos parametros, haciendo indiferente su uso para clasificarlos. Sin embargo, Burba
(1992) sugiere clasificarlos por didmetro ya que se hace mas facil la separacion mecanica
del material vegetal. Esta correlacion no se demuestra en la presente investigacion debido a
la credibilidad brindada por los autores anteriores y a que la formacion de plantulas con
microbulbillos hace dificil establecer el peso real de bulbo debido a la fuerza que las
estructuras foliares puedan ejercer al momento de la medicidn de dicho parametro. Por ello,
la variable peso de microbulbillos propuesta inicialmente no se evaluo y se cambié por la
variable diametro ecuatorial.

Para la variable tamafio de la plantula no existen diferencias significativas entre
tratamientos para la variedad Rubi-1, pero el tratamiento 40 presentd la mejor media de
crecimiento, aunque los promedios presentados por los tratamientos 41 y 42 fueron los
menores, estos se consideran adecuados para la etapa; en cuanto al nimero de raices
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desarrollados el tratamiento 42 sin presentar diferencias significativas ante los otros
tratamientos alcanzd 6.6 raices por explante.

Para la variedad Criollo existen diferencias significativas del tratamiento 39 respecto a los
tratamientos 41 y 42 en la variable tamafio de la plantula, los cuales presentaron mayor
crecimiento promedio de las plantulas, aun cuando el desarrollo alcanzado en todos los
tratamientos es adecuado, indicando que sin el uso de hormonas durante esta etapa los
explantes se desarrollan adecuadamente, debido a los niveles hormonales enddgenos o a su
adaptacion a las condiciones “in vitro™.

La variable Raices no present6 diferencias estadisticas, sin embargo, el Tratamiento 41
desarroll6 el mayor promedio de raices y de acuerdo a las caracteristicas de crecimiento
presentado se consideran favorables para la etapa de endurecimiento. La evaluacién de las
variables Raices y Tamafio de la Plantula, revisten importancia ya que a la fase de
endurecimiento seran llevadas como material inicial plantulas con microbulbillo, las cuales
con buen desarrollo radicular y vigor se adaptaran presentando mayores porcentajes de
supervivencia que una plantula sin microbulbillo.

La siembra de estas plantulas brindan respecto a la siembra de microbulbillos la ventaja de
un aprovechamiento inmediato del material vegetal “in vitro” para su siembra “ex vitro” en
condiciones de invernadero sin tener que esperar a que los microbulbillos sean sometidos a
un curado y a que cumplan el periodo dormancia, lo cual permite ahorrar tiempo
garantizando el prendimiento del material en condiciones de invernadero. lIzquierdo (2000)
manifiesta que los microbulbillos son superiores a las vitroplantas alcanzando 95.35 a
99.40% de sobrevivencia al sembrarse “ex vitro” en zeolita y M.O (1:3). Kim et al (2003)
afirma que el desarrollo de bulbos puede contribuir a la exitosa aclimatizacién de los
propagalos “in vitro” en condiciones “ex vitro”

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede decir que los tratamientos 41 y 42 fueron
los que mejor se comportaron durante la evaluacion de la etapa, siendo estadisticamente
iguales para todas las variables. Se establece entonces el tratamiento 41 como el indicado
para la microbulbificacion de ajo Rubi-1 y Criollo debido a que ademas de ser
estadisticamente igual al tratamiento 42 permite un ahorro significativo economicamente
(33.33%) de sacarosa, reduciendo el consumo de esta materia prima y permitiendo el logro
de material con buenas caracteristicas de desarrollo para su adaptacién “ex vitro”. Se
considera que una duracién de 6 semanas del cultivo en esta etapa son las indicadas para
alcanzar estos resultados.
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25 FASE IV

INDEXACION FITOSANITARIA DE LAS PLANTULAS

ESTABLECIDAS A Potyvirus MEDIANTE ELISA

Con el analisis ELISA para Potyvirus se pretendio en primer lugar conocer el estado
fitosanitario del material de partida, y en segundo lugar establecer el porcentaje de
efectividad de la técnica de cultivo “in vitro” de meristemos para erradicar el agente viral
de los tejidos vegetales, garantizando un proceso de produccion de semilla limpia de ajo
variedad Rubi-1 y Criollo a través de la micropropagacion. Se realizaron 6 montajes
analizandose bulbos (hoja de almacenamiento), follaje de plantas de un cultivo en campo y

follaje de plantulas de ajo “in vitro” (Véase Figura 8).

Figura 8. Ensayos ELISA’s para Potyvirus en ajo Criollo y Rubi-1

PriTner ansayo
Se analizaron 10 mwmestras folisres 3 10 de balbos de ajo criollo
Fahi-,1 mespectivmerte, rembando las 40 moestras posititas a
Fonngrys. Se apalizron, ademde 54 moestrac de hojas de plivdalas
“r ytmo’He ajo criollo presertindose 13 remestras pocitivas para

Ectyizey

Sepundo ensayo
Se atalizaron 66 mmestras hojas de plivdalas i yime™ de ajo aiolls
presertindose 28 mmestras positivas para  Pahnorus.  Se atalimaron
28 mowestrac de hojas de plinbalas i yime™ de ajo Fubi-l
presertindos e 20 mmestras positives para  Ponors.

Tearer ansayo
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Fonngrys. Las plintalas positivas fiaeron des cattadas, garartizando
la obtencidn de sernilla livpia 4 1o largo del proceso de produccion
de ajo Fabi-1 2 trawés de la mdgepaopasacion, “hoydmn™

Carindo Ay
Se analizaton 94 mmesiTac folisres de plivdalac ectablecidac de ajo
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Continuacion Figura 8. Ensayos ELISA’s para Potyvirus en ajo Criollo y Rubi-1

Secio ensanyo
Se analizaTon 94 mmestrac folisres de plivialas establecidas de ajo
Fathi-1, dorde todas resultaron negativas para polinoms.

Como se puede observar en la Tabla 27, la semilla de ajo analizada tanto para la variedad
Rubi-1 como para la variedad Criollo se encontré infectada con Potyvirus en un 100%.
Alvarado (2001) analiz6 grelos de material donante de ajo Chino, California y Perla
detectando el 57.29, 70.83 y 75% de los materiales introducidos infectados por Potyvirus.
Conci (2004) refiere que el virus méas importante del complejo debido a los graves dafios
que causa en la produccion es el Potyvirus OYDV, el cual se ha detectado en niveles de
infeccion del 52% en plantas provenientes de Europa, del 86% de Asia y entre el 33 y
100% en las areas productoras de Argentina.

Tabla 27. Evaluacién fitosanitaria a Potyvirus en diferentes muestras de ajo Rubi-1y
criollo.

. . . % %
Variedad Material analizado Muestras +
Infectados Saneados
Muestras foliares 10 10 0 100% N.D.
Rubi-1  Muestras bulbos 10 10 0 100% N.D.
Muestras foliares cultivo “in vitro” 402 53 349 N.D. 86.82
Muestras foliares Ajo criollo 10 10 0 100% N.D.
Criollo  Muestras bulbos 10 10 0 100% N.D.
Muestras foliares cultivo “in vitro” 120 41 79 N.D. 65.83

N.D: No se determiné

Los resultados obtenidos al analizar la hoja de almacenamiento de las variedades no son
concluyentes debido a que la coloracion de los pozos analizados fue de menor intensidad
que la del control positivo permitiendo una interpretacion errada como falso positivo, ya
que su lectura se realizé de manera visual, no con el uso del lector de densidad dptica
indicado para este analisis. Por lo tanto, implementar el anlisis fitosanitario de este tipo de
tejido requiere de estudios mas precisos asi como de una evaluacion de su utilidad.

Segun la Tabla 28, los porcentajes de saneamiento en el material de ajo Rubi-1 analizado
fue de 81.03%, alcanzandose un aumento gradual e importante en el porcentaje de
saneamiento en los 3 ultimos ensayos con méas de 90% de eliminacion del virus e inclusive
Ilegando al 100% de su erradicacién como se presentd en los ensayos quinto y sexto.
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De la variedad criollo se logré un 65.83% de saneamiento total. Segun lo cual se puede
decir que se establecieron plantulas de ajo Rubi-1 y Criollo negativas a Potyvirus mediante
ELISA indirecto, las cuales se propagaron, aquellas que mostraron presencia de Potyvirus
se desecharon del proceso productivo.

Tabla 28. Ensayos ELISA’s para Potyvirus en ajo Criollo y Rubi-1

Ajo Rubi-1 Ajo Criollo
Ensayos Muestras + % . Muestras + - %.
Saneamiento Saneamiento
Primero - - - - 54 13 41 75,93
Segundo 28 20 8 28,57 66 28 38 57,58
Tercer 92 26 66 71,74 - - - -
Cuarto 94 7 87 92,55 - - - -
Quinto 94 0 94 100,00 - - - -
Sexto 94 0 94 100,00 - - - -
Total 402 53 349 86.82 120 41 79 65,83

Conci (2004) manifiesta que el proceso de liberacion de virus a través del cultivo de
meristemos no es 100% eficiente siendo necesario el andlisis para cada uno de los virus que
permitan detectar cuales han sido eliminados y que plantas estan realmente libres de virus,
y debido a que en las plantas estan “in vitro” los virus se encuentran en muy bajas
concentraciones, es importante utilizar métodos de diagnostico de alta sensibilidad e
incluso utilizar técnicas combinadas de serologia y microscopia. Sugiere ademas la
evaluacion periodica de los materiales llevados a casa malla 0 a campo mediante ELISA
hasta obtener las cantidades suficientes para iniciar una produccion comercial de ajo.

2.6 COSTOS PARA LA PRODUCCION DE PLANTULAS “in vitro” DE AJO
RUBI-1Y CRIOLLO INDEXADAS A Potyvirus

2.6.1 Costos de los insumos requeridos en cada etapa de produccion. Los costos de los
insumos para las etapas de establecimiento, multiplicacion y microbulbificacion se elevan
debido al precio del gelificante, alcanzando méas del 50% del costo de los insumos. La
etapa de establecimiento presenta unos costos méas elevados debido a la aplicacion del
analisis fitodiagndstico, una vez sea posible disponer de semilla libre de virus para los
procesos de introduccion los costos por insumos en esta etapa disminuiran notablemente.
Los costos de la etapa preparativa, presenta estos costos debido al precio de la semilla
(\Véase Tabla 29).
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Tabla 29. Costos de los insumos en las etapas de produccion “in vitro” de ajo Rubi -1
y Criollo indexadas a Potyvirus

Etapa Reactivos Costo por Costo por Costo Valor
litro de etapa ($) produccion 1000 unitario de
solucion ($) plantulas ($) plantula ($)
Preparativa Desinfectantes 4.197,91 8.395,83
Material
200 Exp/l donante 8.800,00
17.195,80 85.979,12 85,97
. Sales MS
Establecimiento macro 1.100,15 5.500,73
Sales MS
200 Exp/l micro 19,28 96,40
Vitaminas 424,50 2.122,48
Gelificante 2.762,50 13.812,50
Sacarosa 76,29 381,47
Reguladores 11,56 57,79
4.394,27 21.971,36 21,97
Diagnéstico 661.200,00* 3°306.000,00 3.306
665.594,27 3°327.971,36 3.327,97
e Sales MS
Multiplicacion macro 1.100,15 4.400,58
250 Expll Sales MS 19,28 77,12
micro
Vitaminas 929,30 3.717,18
Gelificante 2.762,50 11.050,00
Sacarosa 76,29 305,18
Reguladores 0,28 1,13
4.887,80 19.551,19 19,55
N subcultivos 4
19.551,19 78.204,77 78,20
Microbulbificacién  Sales macro 1.100,15 4.400,58
250 Exp/l Sales micro 19,28 77,12
Vitaminas 929,30 3.717,18
Gelificante 2.762,50 11.050,00
Sacarosa 152,59 610,35
4.963,81 19.855,24 19,85

* Costo para 200 muestras

Los costos no incluyen mano de obra, materiales directos o gastos indirectos

Para determinar un costo estimado de la semilla para cada variedad se tendré en cuenta el
coeficiente de multiplicacidn presentado por cada una y los costos de los insumos para cada
una de las etapas del proceso productivo (Véase Tabla 30).
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Tabla 30. Costos de los insumos de la semilla “in vitro” de las variedades de ajo Rubi
-1y Criollo indexadas a Potyvirus

Variedad Ajo Rubi -1 Ajo Criollo
Coeficiente de
Multiplicacién 181 2
Etapa # Explantes $ Total # Explantes $ Total
. 1 85.97 1 85.97
Preparativa
Establecimiento 1 3327.97 1 3327.97
Multiplicacion 13 1016.6 8.7 680.34
Microbulbificacion 13 258.05 8.7 172.69
Total 13 4688.59 8.7 4266.97
Costo/Plantula
indexada $ 360.66 $490.97
Qosto/plantula sin $ 206.02
indexar

Podemos observar que, debido a los coeficientes de multiplicacion que maneja cada
variedad, la produccion de plantulas de ajo Criollo teniendo en cuenta los costos de los
insumos, son mas bajos que para ajo Rubi-1 en un 26.54%. Asi mismo, que si se partiera
de material limpio para el proceso de produccion “in vitro”, el costo de los insumos para
cada plantula de cualquiera de las dos variedades seria de $206.02. Es necesario determinar
los costos indirectos, por mano de obra y materiales directos para establecer el precio real
de las plantulas obtenidas durante el desarrollo del proceso.

Este proceso productivo permitird la adecuacion a nivel de invernadero, casa de malla y
campo de lotes de produccién de semilla de ajo Rubi-1 y Criollo libre de patégenos,
indexada a Potyvirus mediante ELISA indirecto, los cuales proveeran materiales con
calidad genética y sanitaria para el proceso de produccién “in vitro”, disminuyendo los
gastos que conlleva el método diagndstico e incluso permitiendo el empleo explantes de
mayor tamaiio sin correr el riesgo de introducir material con virus y aumentando los
porcentajes de regeneracion y viabilidad de los mismos. La implementacion de estas
técnicas es una alternativa que brindara eficiencia y eficacia para el cultivo de ajo
favoreciendo la agricultura nacional y el desarrollo del cultivo en vista a los nuevos tratados
comerciales.
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3. CONCLUSIONES

El establecimiento del ciclo productivo de materiales de ajo de las variedades Rubi-1 y
Criollo mediante la técnica de cultivo “in vitro” de meristemos permitié obtener semilla de
calidad fitosanitaria, indexada como libre de Potivirus a través de la técnica ELISA
indirecto (Véase Anexo D).

Los genotipos estudiados manifestaron un comportamiento similar ante los tratamientos de
cada una de las etapas, y aun cuando no presentaran estadisticamente la misma respuesta
ante las variables evaluadas, hubo la tendencia a expresar los mejores resultados en los
mismos tratamientos, favoreciendo la unificacion del proceso productivo.

El uso de hipoclorito de Sodio al 5% por 10 minutos mas hipoclorito de calcio a una
concentracion del 1% por 10 minutos, permitié lograr porcentajes de desinfeccion
adecuados para el proceso de produccion “in vitro”, asi como los mayores porcentajes de
viabilidad de los explantes. La previa determinacién de un protocolo de desinfeccion
adecuado garantiza la obtencién de buenos resultados durante la etapa de establecimiento
evitando pérdidas por contaminacion o afeccion de los explantes a los desinfectantes.

Controlar las condiciones de cultivo a las que se someten los explantes tales como humedad
relativa, temperatura, calidad y concentraciéon del gelificante, contenedor seleccionado y
tipo de sellado del mismo ayuda a reducir la incidencia del fendmeno de vitrificacion en los
materiales introducidos debido a la susceptibilidad que presenta la familia Alliaceae ante
este desorden fisiologico.

El desarrollo de los explantes sometidos a la etapa de establecimiento es independiente del
tamafo de los materiales iniciales, debido a que este se da por la accién que ejercen sobre
ellos los componentes del medio de cultivo y es una respuesta que tiene una estrecha
relacién con el genotipo.

Los tratamientos 11, 12, 2 y 4 para la variedad Criollo y los tratamientos 2, 7, 10 y 13 para
la variedad Rubi-11, permitieron el establecimiento adecuado de los explantes alcanzando
una longitud igual o superior a 1.5cm durante un periodo de 3 a 4 semanas.

El tratamiento seleccionado para la etapa de establecimiento de las dos variedades de
estudio que ayuda a alcanzar un adecuado desarrollo de los explantes y permite un
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comportamiento mejor de los mismos en la etapa de multiplicacién es el tratamiento 2
suplementado con AIA 0.1mg/l y KIN 0.1mg/l; el tratamiento enriquecido con 0.5mg/l de
2ip y 0.1mg/l ANA es el que mayor desarrollo de brotes por explante permite en su
interaccion con explantes sometidos al tratamiento de establecimiento seleccionado.

El genotipo ajo criollo manifiesta un mejor comportamiento durante el proceso de
produccion “in vitro”, reflejado en el desarrollo y vigor que presentan los materiales que se
producen en las diferentes etapas, asi mismo permite la mayor obtencion de brotes por
explante con un coeficiente de multiplicacion de 2 para todo el proceso productivo, y
Ilegando a obtener en el subcultivo 2 hasta 3.92 brotes por explante.

El genotipo de ajo Rubi-1 alcanza una produccion de 1.81 brotes por explante durante el
proceso de produccidn, presentando durante el segundo subcultivo la mayor cantidad de
explantes (2.86).

El tamafio del microbulbillo presenta ante la concentracion de sacarosa una relacion directa,
donde a mayor concentracién de sacarosa mayor tamafio del microbulbillo.

El uso de 60g/l de sacarosa permite un buen desarrollo de los microbulbillos, de las
estructuras foliares y radiculares.

La obtencion de plantulas con el desarrollo de microbulbillos y estructuras radiculares
permite una mejor respuesta de adaptacion a condiciones “ex vitro”, favoreciendo una
mayor sobrevivencia de las plantulas llevadas a condiciones de invernadero.

El cultivo de meristemos “in vitro” permitié segun la técnica de diagnostico ELISA
indirecto erradicar el agente viral (Potyvirus) de las plantulas establecidas de ajo Rubi-1 en
86.82% Yy de ajo criollo en un 65.83%.

Los costos de produccion de la semilla pre-basica de ajo Rubi-1 y Criollo limpia de
Potyvirus mediante cultivo de meristemos, se consideran adecuados para el proceso “in
vitro®. Una vez las plantulas son sometidas al proceso de endurecimiento y de propagacion
“ex vitro” bajo condiciones de invernadero y de casa de malla es posible obtener
volimenes de semillas basica a un costo competitivo y con valor agregado al brindar a los
productores una semilla con calidad genética y sanitaria, asi como las ventajas que a
mediano plazo puede generar con el aumento de los rendimientos de produccion y la
disminucion de las pérdidas por infestacion del cultivo, aunado con la proyeccion de la

especie en los tratados de comercializacion internacional.
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4. RECOMENDACIONES

Implementar los diferentes andlisis que permitan determinar la calidad de la semilla que
ingresa al proceso de produccion “in vitro” como son el analisis fisico, fisioldgico,
morfolégico y de pureza varietal, el andlisis micoldgico, y el andlisis para nematodos,
eriofidos y acaros.

Aplicar al material establecido “in vitro” pruebas diagnosticas que determinen Ia
eliminacidn de otros virus como los carlavirus, para ofertar semilla libre del complejo viral
Potyvirus-Carlavirus, debido a que el saneamiento de un tipo de virus no significa la
erradicacion de todos los virus existentes en el material analizado.

Favorecer en condiciones “in vitro” el proceso de microbulbificacion, sometiendo los
microbulbillos obtenidos al secado, curado y periodo de dormicion para evaluar su
comportamiento “ex vitro” frente a plantulas con microbulbillos.

Adecuar un lote a nivel de casa malla o campo con la semilla de ajo obtenida “in vitro” e
indexada para disponer de materiales donantes de calidad fitosanitaria y estabilidad
genética en los proyectos programados las variedades investigadas, especialmente de ajo
Rubi-1.

Evaluar las plantas llevadas a invernadero o a campo, adecuando el sistema de produccion
de semillas limpias de ajo Rubi-1 y Criollo al esquema propuesto para la produccion de
semillas libres de virus.
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Anexo A. Formulacion del medio basal para el cultivo “in vitro” de ajo

COMPUESTOS

Macronutrientes

mg/l
Nitrato de amonio 1650
Nitrato de potasio 1900
Cloruro de calcio.2H,0 440
Sulfato de magnesio.7H,0 370
Fosfato de potasio 400

Micronutrientes
Sulfato de hierro.7H,0 27,8
EDTA so6dico.2H,0 37,2
Acido borico 6,18
Sulfato de manganeso.H,0O 16,9
Yoduro de potasio 0,83
Molibdato de sodio.2H,0 0,24
Sulfato de zinc.7H,0 8,6
Cloruro de cobalto. 6H,0 0,024
Sulfato de cobre.5H,0 0,025
Vitaminas y otros

Glicina 2
Tiamina 0,4
Acido nicotinico 0,4
Piridoxina 0,5
Hemisulfato de adenina 80
Myoinositol 100
Phytagel 2200
Sacarosa 30000
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Anexo B. Evaluacion de bulbos y bulbillos de ajo Criollo y Rubi-1

Bulbo Ajo Criollo Ajo Rubi-1
Bulbillos | >2.5cm 4cm Peso | Peso/bulbillo | Bulbillos | >2.5cm | Peso | Peso/bulbillo

1 24 16 27,84 1,74 21 14 22,61 1,62
2 12 9 15,79 1,75 25 18 34,56 1,92
3 20 14 20,44 1,46 17 15 28,22 1,88
4 14 6 11,5 1,92 21 16 26,76 1,67
5 14 11 21,58 1,96 23 18 30,69 1,71
6 16 9 19,85 2,21 27 23 36,05 1,57
7 12 10 17,67 1,77 26 20 38,46 1,92
8 14 8 18,12 2,27 37 16 32,92 2,06
9 19 13 29,45 2,27 39 18 43,48 2,42
10 7 0 7 28,01 4,00 32 24 32,54 1,36
11 15 7 19,08 2,73 36 25 454 1,82
12 16 8 19,84 2,48 24 12 32,85 2,74
13 11 6 16,57 2,76 28 22 38,69 1,76
14 22 12 27,2 2,27 21 17 31,36 1,84
15 18 11 31,17 2,83 34 13 19,45 1,50
16 18 12 32,49 2,71 19 11 20,92 1,90
17 17 9 23,3 2,59 27 21 34,53 1,64
18 17 8 21,3 2,66 24 19 38,6 2,03
19 15 9 19,38 2,15 38 24 43,8 1,83
20 13 8 18,46 2,31 17 11 18,98 1,73
21 10 6 16,47 2,75 23 12 16,74 1,40
22 18 11 21,07 1,92 25 18 35,67 1,98
23 34 21 26,53 1,26 33 27 39,26 1,45
24 16 8 11,89 1,49 18 14 32,85 2,35
25 11 6 15,88 2,65 25 19 29,38 1,55
Total 403 238 7 21,24 2,28 660 447 32,19 1,82
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Anexo C. Resultados de los analisis estadisticos de las etapas del proceso

Cuadro 1. ANOVA para las siembras de desinfeccion evaluando el porcentaje de
contaminacion por Bacteria, de contaminacion por Hongo y de contaminacion total en ajo
Rubi-1.

Contaminacion Bacteria | Contaminacién Hongo | Contaminacion Total
Fuente GL Cuadrgdo p_valor Cuadrgdo P-valor Cuadrgdo P-valor
medio medio medio
Entre grupos | 2 7,13608 0,6492 6,58601 0,5304 3,8332 0,8810
Intre grupos 6 15,355 9,32648 29,6321
Total (Corr.) | 8

P-valor < 0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **

Cuadro 2. ANOVA para las siembras de desinfeccion evaluando el porcentaje de
contaminacion por Bacteria, de contaminacién por Hongo y de contaminacion total en ajo
Criollo.

Contaminacién Bacteria | Contaminacion Hongo Contaminacion Total
Fuente GL Cuadr_ado P_Valor Cuadr_ado P_Valor Cuadr_ado P_Valor
medio medio medio
Entre grupos | 2 11,5218 0,0724 2,19534 0,6297 3,84308 0,7066
Intre grupos 6 2,74541 4,39068 10,4365
Total (Corr.) | 8

P-valor <0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **

Cuadro 3. ANOVA para los tratamientos de desinfeccién evaluando el porcentaje de
contaminacion por Bacteria, de contaminacion por Hongo y de contaminacion total en ajo
Rubi-1.

Contaminacién Bacteria | Contaminacion Hongo Contaminacién Total
Fuente GL Cuadr_ado P_valor Cuadr_ado P_valor Cuadr_ado P_Valor
medio medio medio
Entre grupos | 2 35,0859 0,0395* 11,5218 0,2963 86,1583 0,0004**
Intre grupos 6 6,03841 7,68121 2,1904
Total (Corr.) 8

P-valor <0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor <0.01 existen diferencias altamente significativas **
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Cuadro 4. ANOVA para los tratamientos de desinfeccion evaluando el porcentaje de
contaminacion por Bacteria, de contaminacién por Hongo y de contaminacion total en ajo
Criollo.

Contaminacion Bacteria | Contaminacién Hongo Contaminacion Total
Fuente GL Cuadrgdo p_valor Cuadr_ado p_valor Cuadr_ado P_valor
medio medio medio
Entre grupos | 2 6,58601 0,2963 7,13114 0,1540 26,9237 0,0128*
Intre grupos 6 4,39068 2,74541 2,74294
Total (Corr.) | 8

P-valor < 0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **

Cuadro 5. ANOVA para las siembras y los tratamientos de desinfeccion evaluando el
porcentaje de Viabilidad en ajo Rubi-1.

Fuente GL Siem_bra Tratamiento
Cuadrado medio| P-Valor | Cuadrado medio | P-Valor
Entre grupos 2 1515.11 0.0051** 208.44 0.6957
Intre grupos 6 104.778 540.33
Total (Corr.) 8

P-valor < 0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **

Cuadro 6. ANOVA para las siembras y los tratamientos de desinfeccion evaluando el
porcentaje de Viabilidad en ajo Criollo.

Fuente GL Siembra Tratar_niento
Cuadrado medio| P-Valor | Cuadrado medio | P-Valor
Entre grupos 2 445.44 0.0287* 143.44 0.4684
Intre grupos 6 65.556 166.22
Total (Corr.) 8

P-valor < 0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **

Cuadro 7. ANOVA para las siembras y los tratamientos de desinfeccion evaluando el
porcentaje de Vitrificacion en ajo Rubi-1.

Fuente GL Siem_bra Tratamiento
Cuadrado medio| P-Valor | Cuadrado medio | P-Valor
Entre grupos 2 2918.78 0.0009** 208.44 0.8186
Intre grupos 6 103.778 1007.22
Total (Corr.) 8

P-valor < 0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **
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Cuadro 8. ANOVA para las siembras y los tratamientos de desinfeccion evaluando el
porcentaje de Vitrificacion en ajo Criollo.

Siembra Tratamiento
Fuente GL Cl:sgg%do P-Valor | Cuadrado medio | P-Valor
Entre grupos| 2 1354.11 0.0024** 107.44 0.8078
Intre grupos | 6 70.2222 485.778

Total (Corr.)| 8
P-valor < 0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **

Cuadro 9. ANOVA'’s factoriales de la variable altura de las plantulas establecidas de ajo
Rubi-1y Criollo.

Fuente GL Rubi-1 Criollo
Cuadrado medio P-Valor Cuadrado medio | P-Valor
Auxina (A) 1 488.963 0.0000** 37.037 0.0023**
Nivel auxina (B) 2 190.549 0.0005** 167.058 0.0000**
Nivel kinetina (C) 2 242.105 0.0001** 0.57250 0.2347
A*B 2 224.329 0.0001** 116.968 0.0000**
A*C 2 107.829 0.0127* 228.676 0.0032**
B*C 4 177.543 0.0000** 705.958 0.0000**
A*B*C 4 396.675 0.0000** 104.919 0.0321*
RESIDUAL 414 0.24455 0.39357
TOTAL 431

P-valor <0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **
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Cuadro 10. Interacciones para la evaluacion la evaluacién de las medias de la Altura de las
plantulas establecidas en las siembras de ajo Rubi-1.

SIEMBRAS Siembra 1 Siembra 2 Siembra 3 Promedio
Fuente S Media S Media S Media S Media
0,1 1,77083 1,55000 1,47500 1,59861
AIA 05 1,53333 1,60833 1,48333 1,54167
AUXINA 1 1,75000 1,52083 159583 . 1,62222
segln n.s n.s n.s
NIVAUX 0,1 1,50833 1,70417 1,64167 1,61806
ANA 05 1,24583 1,50833 1,32500 1,35972
1 1,17500 1,30417 0,95833 1,14583
0 1,75833 1,62500 1,58333 1,65556
AIA 0,1 1,98750 157917 1,54167 1,70278
AUXINA 0,5 - 1,30833 147500 | . 142017 1,40417
INTE | segin NIVKIN 0 t49167| "° 1,60000 1,55417 1,54861
o ANA [ 01 1,14167 1,49583 1,23333 1,29028
ES 05 1,29583 1,42083 1,13750 1,28472
01] 0 1,60000 1,64375 1,51875 1,58750
01 01 1,85000 1,79375 1,71875 1,78750
01] 05 1,46875 1,44375 1,43750 1,45000
05] 0 1,81250 1,76875 1,76875 1,78333
ceqin MIVKIN 05| o041 ki 1,21250 | n.s 1,30000 | ** 1,23125| ** 1,24792
05| 05 1,14375 1,60625 1,21250 1,32083
1] o 1,46250 1,42500 1,41875 1,43542
1] 01 1,63125 1,51875 1,21250 1,45417
1] o5 1,29375 1,29375 1,20000 1,26250
AUXINA*NIVAUX*NIVKIN ** ** el **

P-valor <£0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **

Cuadro 11. Interacciones para la evaluacion la evaluacién de las medias de la Altura de las
plantulas establecidas en las siembras de ajo Criollo.

SIEMBRAS Siembra 1 Siembra 2 Siembra 3 Promedio
Fuente S Media S Media S Media S Media
0,1 2,01667 2,15000 1,90000 2,02222
AlIA 0,5 2,00833 2,17917 1,92500 2,03750
AUXINA segin 1 . 2,02917 | L, 1,70833 | ., 1,80417 | .. 1,84722
NIVAUX 0,1 2,76250 2,28333 2,43750 2,49444
ANA 0,5 1,33750 1,41667 1,73333 1,49583
1 1,02500 1,56250 1,49583 1,36111
| 0 2,15417 1,94583 1,95 2,01528
N AlA 0,1 2,15000 2,16250 2,04 2,11806
E AUXINA segin 0,5 s 1,75000 s 192917 | . 1,64 | . 1,77361
R NIVKIN 0 ' 1,81250 ' 1,54583 1,73 1,69583
é ANA 0,1 1,52500 1,80417 2,00 1,77639
C 0,5 1,78750 1,91250 1,94 1,87917
| 0,1 0 2,05625 1,74375 1,68 1,82708
CN) 0,1 0,1 2,80000 2,60000 2,71250 2,70417
E 0,1 0,5 2,31250 2,30625 2,11250 2,24375
s 0,5 0 2,25000 2,00625 2,18125 2,14583
NIVAUX segiin 05] 01 | = 1,50625 | *=* 1,48125| *=* 1,81250 | ** 1,60000
0,5 0,5 1,26250 1,90625 1,49375 1,55417
1 0 1,64375 1,48750 1,65000 1,59375
1 0,1 1,20625 1,86875 1,53750 1,53750
1 0,5 1,73125 1,55000 1,76250 1,68125
AUXINA*NIVAUX*NIVKIN * ** ** *

P-valor < 0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **
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Cuadro 12. ANOVA'’s factoriales de la variable nimero de hojas de las plantulas
establecidas de ajo Rubi-1y Criollo.

Rubi-1 Criollo
Fuente GL Cuadr_ado P-valor Cuadr_ado p_valor
medio medio

Auxina (A) 1 0.45370 0.0503 0.00231 0.9207
Nivel auxina (B) 2 0.07176 0.5442 150.694 0.0017**
Nivel kinetina (C) 2 100.926 0.0002** 0.33333 0.2403
A*B 2 0.23843 0.1333 0.55787 0.0014**
A*C 2 0.34259 0.0556 0.45370 0.1440
B*C 4 0.15162 0.2741 0.84028 0.0066*
A*B*C 4 0.34606 0.0204* 0.23843 0.3949
RESIDUAL 414 545,185 0.23299
TOTAL 431

P-valor <0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **

Cuadro 13. Interacciones para la evaluacion de las medias del nimero de hojas de las
plantulas establecidas en las siembras de ajo Rubi-1.

SIEMBRAS Siembra 1 Siembra 2 Siembra 3 Promedio
Fuente S Media S Media S Media S Media
0,1 1,25000 1,16667 1,25000 1,22222
AlA 0,5 1,08333 1,16667 1,12500 1,12500
A;JeELE‘A 1 s 1,25000 ns 1,16667 ns 1,16667 n.s 1,19444
NIVAUX 0,1 ’ 1,16667 ’ 1,08333 ’ 1,12500 1,12500
ANA 0,5 1,16667 1,16667 1,12500 1,15278
1 1,00000 1,08333 1,12500 1,06944
0 1,12500 1,33333 1,20833 1,22222
AlA 0,1 1,33333 1,08333 1,25000 1,22222
INT A;Je:y:A 0,5 * 1,12500 ns 1,08333 ns 1,08333 ns 1,09722
ERA | nNivkiN 0 1,25000 ' 1,20833 ' 1,29167 ' 1,25000
CCl ANA 0,1 1,04167 1,08333 1,04167 1,05556
ONE 0,5 1,04167 1,04167 1,04167 1,04167
S 0,1 0 1,18750 1,18750 1,25000 1,20833
0,1 0,1 1,25000 1,18750 1,25000 1,22917
0,1 0,5 1,18750 1,00000 1,06250 1,08333
NIVAUX 05 0 1,18750 1,43750 1,18750 1,27083
NSIG\!?;TN 0,5 0,1 n.s 1,18750 | n.s 1,00000 n.s 1,12500 n.s 1,10417
0,5 0,5 1,00000 1,06250 1,06250 1,04167
1 0 1,18750 1,18750 1,31250 1,22917
1 0,1 1,12500 1,06250 1,06250 1,08333
1 0,5 1,06250 1,12500 1,06250 1,08333
AUXINA*NIVAUX*NIVKIN * n.s n.s *

P-valor <0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **
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Cuadro 14. Interacciones para la evaluacion de las medias del numero de hojas de las
plantulas establecidas en las siembras de ajo Criollo.

SIEMBRAS Siembra 1 Siembra 2 Siembra 3 Promedio
Fuente S Media S Media S Media S Media
0,1 1,29167 1,33333 1,25000 1,29167
AlA 0,5 1,37500 1,37500 1,33333 1,36111
1 1,25000 1,25000 1,20833 1,23611
AUXINA 0,1 1,41667 1,54167 1,62500 1,52778
segun 0,5 n.s 1,29167 | nss 1,20833 * 1,08333 | ** 1,19444
NIVAUX ANA
| 1 1,04167 1,25000 1,25000 1,18056
N 0 1,37500 1,45833 1,37500 1,40278
T AIA 0,1 1,33333 1,29167 1,20833 1,27778
E 0,5 1,20833 1,20833 1,20833 1,20833
R AUX!NA 0 1,33333 1,25000 1,33333 1,30556
é NSI(\E?ETN 0,1 n.s 1,12500 | NS 1,33333 | NS 1,33333 | NS 1,26389
cl ANA
O
N 0,5 1,29167 1,41667 1,29167 1,33333
E 0,1 0 1,37500 1,43750 1,37500 1,39583
S 0,1 0,1 1,37500 1,43750 1,56250 1,45833
0,1 0,5 1,31250 1,43750 1,37500 1,37500
NIVAUX 0,5 0 1,62500 1,50000 1,37500 1,50000
segun 0,5 0,1 n.s 1,18750 | n.s 1,18750 | n.s 1,12500 | ** 1,16667
NIVKIN 0,5 0,5 1,18750 1,18750 1,12500 1,16667
1 0 1,06250 1,12500 1,31250 1,16667
1 0,1 1,12500 1,31250 1,12500 1,18750
1 0,5 1,25000 1,31250 1,25000 1,27083
AUXINA*NIVAUX*NIVKIN n.s n.s n.s n.s

P-valor < 0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **

Cuadro 15. ANOVA’s factoriales de la variable numero

establecidas de ajo Criollo.

Numero de Raices
Fuente GL Cuadrfado p_Valor
medio

Auxina (A) 1 .05787 0.7389
Nivel auxina (B) 2 127.083 0.0882
Nivel kinetina (C) 2 117.361 0.1061
A*B 2 284.954 0.0045**
A*C 2 0.97454 0.1549
B*C 4 0.41319 0.5294
A*B*C 4 0.42245 0.5180
RESIDUAL 414 0.52023
TOTAL 431

P-valor <0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **
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Cuadro 16. Interacciones para la evaluacion de las medias del nimero de raices de las
plantulas establecidas en las siembras de ajo Criollo.

SIEMBRAS Siembra 1 Siembra 2 Siembra 3 Promedio
Fuente S Media S Media S Media S Media
0,1 0,208333 0,5 0,333333 0,347222
AlA 0,5 0,458333 0,5 0,375 0,444444
1 0,458333 0,54167 0,291667 0,430556
AUXINA 0,1 0,416667 0,7083 0,791667 0,638889
segun 0,5 n.s 0,333333 | ns 0,3333| ns 0,333333 | ** | 0,333333
NIVAUX
ANA
| 1 0,125 0,08333 0,333333 0,180556
N 0 0,5 0,54166 0,583333 0,541667
T AlA 0,1 0,5 0,58333 0,291667 0,458333
E 0,5 0,125 0,416667 0,125 0,222222
R AUXINA 0 0,375 0,5 0,416667 0,430556
A segun 0,1 n.s 0,291667 | N.S 0,33333| * 0,375| NS | 0,333333
C NIVKIN
cl ANA
0
N 0,5 0,208333 0,29167 0,666667 0,388889
E 0,1 0 0,1875 0,5625 0,75 0,5
S 0,1 0,1 0,4375 0,75 0,5625 0,583333
0,1 0,5 0,3125 0,5 0,375 0,395833
NIVAUX 0,5 0 0,5625 0,6875 0,5 0,583333
seglin 0,5 0,1 n.s 0,4375| n.s 0,3125| n.s 0,1875 | n.s 0,3125
NIVKIN 0,5 0,5 0,1875 0,25 0,375 0,270833
1 0 0,5625 0,3125 0,25 0,375
1 0,1 0,3125 0,3125 0,25 0,291667
1 0,5 0 0,3125 0,4375 0,25
AUXINA*NIVAUX*NIVKIN n.s n.s n.s n.s

P-valor <0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **

Cuadro 17. ANOVA de las variables altura y numero de raices de las plantulas
establecidas de ajo Rubi-1.

Altura Nimero de hojas
Fuente GL Cuadrgdo P-valor | Cuadrado medio | P-valor
medio
0,0000 0,0001*
Auxina 17 2,5385 e 0,3393 *
Nivel auxina 414 0,2446 0,1178

Nivel kinetina | 431
P-valor < 0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **
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Cuadro 18. ANOVA de las variables altura, nimero de hojas y de raices de las plantulas
establecidas de ajo Criollo.

Altura Numero de hojas Namero de raices
Fuente GL Cuadr_ado P-valor Cuadrado medio P-valor Cuadre_ld P-valor
medio 0 medio
Auxina 17 5,8037 0,0000** 0,7071 0,0001** 0,93750 | 0,02570*
Nivel auxina | 414 0,3936 0,2330 0,52202
Nivel
Kinetina 431

P-valor < 0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **

Cuadro 19. ANOVA’s factoriales de las variables altura, nimero de hojas y de raices en el
primer subcultivo del primer ensayo de multiplicacion de plantulas de ajo Rubi-1.

Altura Hojas Raices
Fuente GL CL:SJ?SO P-Value Clﬁgg?go P-Value | Cuadrado medio |P-Value
Auxina / Kinetina (A) 2 30,7226 |0,0001**| 0,385417 | 0,4752 0,59375 0,3111
Tratamiento introduccion (B) 3 11,649 0,0106* 2,09375 |0,0094** 1,03819 0,1103
AB 6 2,81649 0,4566 1,55208 |0,0100**| 0,0798611 0,9866
RESIDUAL 84 2,93031 0,513393 0,501488
TOTAL 95

P-valor <0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **

Cuadro 20. ANOVA'’s factoriales de las variables altura, nimero de hojas y de raices en el
primer subcultivo del primer ensayo de multiplicacién de plantulas de ajo Criollo.

Altura Hojas Raices
Cuadrado Cuadrado Cuadrado
Fuente GL medio P-Value medio P-Value medio P-Value
Auxina / Kinetina (A) 2 194.956 0.4811 0.50765 0.6216 144.116 0.2166
Tratamiento introduccion (B) 3 193.345 0.5358 178.345 0.1776 425.879 0.7107
AB 6 0.93342 0.9060 0.37868 0.9040 982.426 0.3919
RESIDUAL 83 264.123 106.153 868.224
TOTAL 94

P-valor < 0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **
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Cuadro 21. ANOVA'’s factoriales de las variables altura, nimero de hojas y de raices en el
segundo subcultivo del primer ensayo de multiplicacion de plantulas de ajo Rubi-1.

Altura Brotes/explante hojas Raices
Fuente GL | Cuadrado P- Cuadrado P- | Cuadrado P- | Cuadrado P-Value
medio Value medio Value | medio | Value | medio
Auxina / Kinetina 2 | 5,01579 | 0,1451 | 0,04486 |0,8565 | 28,0803 | 0,0000 | 3,24042 |0,0329*
(A) F%k
Tratamiento 3 | 7,20985 | 0,0428 | 0,01212 |0,9885 | 2,08482 |0,4015 | 3,17075 |0,0195*
introduccion (B) *
AB 6 | 3,47676 |0,2365| 0,46747 |0,1524 | 3,95087 | 0,0945 | 3,01079 |0,0057*
*
RESIDUAL 84 | 2,53829 0,288894 2,10521 0,910714
TOTAL 95

P-valor < 0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **

Cuadro 22. ANOVA'’s factoriales de las variables altura, nimero de hojas y de raices en el
segundo subcultivo del primer ensayo de multiplicacion de plantulas de ajo Criollo.

Altura Brotes/explante hojas Raices
Cuadrado Cuadrado Cuadrado Cuadrado
Fuente GL medio P-Value medio P-Value medio P-Value medio P-Value
Auxina / Kinetina (A) 2 0,72513 0,6878 4,13909 0,0000 0,12521 0,6651 0,18644 0,6335
Tratamiento 3 2,49398 0,28232 | 0,005136 0,9960 1,08107 0,0182 1,44586 0,0177
introduccion(B)
AB 6 4,12195 0,0575 | 0,0138145 | 0,9993 0,2641 0,5246 0,14675 0,9013
RESIDUAL 83 1,92879 0,250645 0,60551 0,4062
TOTAL 94

P-valor < 0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **

Cuadro 23. ANOVA de las variables altura, nimero de hojas y de raices en el segundo
ensayo de multiplicacion de plantulas de ajo Rubi-1.

Altura Brotes/explante hojas Raices
Fuente GL | Cuadrado | /01 e | Cuadrado |, | Cuadrado |, . | Cuadrado | o .
medio medio medio medio

Auxina / Kinetina (A) 2 0,968 0,4399 0,97917 0,4797 12,8 0,3963 2,1125 0,2919
Tratamiento introduccion 3 19,901 0,0000** 4,5145 0,0538 10,35 0,6242 6,94583 0,0154*
(B)
AB 6 9,01833 | 0,0016** 2,67917 0,0863 30,7667 0,1643 5,17917 | 0,0481*
RESIDUAL 84 1,60508 1,17361 17,575 1,87361
TOTAL 95

P-valor <0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **
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Cuadro 24. ANOVA'’s factoriales de las variables altura, numero de hojas y de raices en el
segundo ensayo de multiplicacién de plantulas de ajo Criollo.

Altura Brotes/explante hojas Raices
Fuente GL | Cuadrado P- Cuadrado Cuadrado P- Cuadrad
. . P-Value ) - P-Value
medio Value medio medio Value | o medio
Auxina / Kinetina (A) 2 1,6000 | 0,6712 7,8125 0,0022* | 17,2125 | 0,3167 | 17,5792 0,0000
*
Tratamiento introduccion (B) 3 0,3122 3,57917 0,0052* | 154,013 0,0016 0,0125 0,9362
3,2000 *
AB 6 8,9333 | 0,0412 | 0,179167 0,8747 109,146 0,0002 5,8125 0,0359
RESIDUAL 83 3,0889 0,776389 14,3653 1,943472
TOTAL 94

P-valor < 0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **

Cuadro 25. ANOVA de las variables altura, nimero de hojas y de raices para el
tratamiento de multiplicacién de Moriconi (1990) en plantulas de ajo Rubi-1.

Altura Brotes/explante hojas Raices
Fuente GL | Cuadrado Cuadrado Cuadrado Cuadrado
medio P-Value medio P-Value medio P-Value medio P-Value
Entre grupos 3 18,9247 0,0000** 0,7000 0,3318 22,7583 0,4095 0,833333 0,4963
Intra grupos 36 1,45861 21,4000 23,0417 1,02778
TOTAL 39

P-valor < 0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **

Cuadro 26. ANOVA de las variables altura, nimero de hojas y de raices para el
tratamiento de multiplicacion de Moriconi (1990) en plantulas de ajo Criollo.

Altura Brotes/explante hojas Raices
Fuente GL | Cuadrado | o/, 1.0 Cuadrado pvalue | Cuadrado | o, | Cuadrado P-
medio medio medio medio Value
Entre grupos 3 8,2000 0,0544 1,49167 0,0313* 68,8669 0,0007 19,3667 | 0,0002
Intra grupos 36 105,8000 0,452778 347,8000 81,4000
TOTAL 39

P-valor <0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **

Cuadro 27. ANOVA de las variables altura, nimero de hojas y de raices para el
tratamiento de multiplicacion de la FAO (1990) en plantulas de ajo Rubi-1.

Altura Brotes/explante hojas Raices
Fuente GL Cuadr_ado P_Value Cuadr_ado P_Value Cuadr_ado P-Value Cuadr_ado P-Value
medio medio medio medio
Entre grupos 3 9,99467 | 0,0127* | 2,26667 |0,1227 | 18,3583 | 0,2269 | 11,2917 0,0126*
Intra grupos 36 | 1,75156 1,1 12,1083 2,71944
TOTAL 39

P-valor < 0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **
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Cuadro 28. ANOVA de las variables altura, namero de hojas y de raices para el
tratamiento de multiplicacion de la FAO (1990) en plantulas de ajo Criollo.

G Altura Brotes/explante hojas Raices
Fuente Cuadrado Cuadrad P- Cuadrado p- Cuadrado
L . P-Value . . . P-Value
medio omedio | Value medio Value medio
Entre grupos 9,6667 0,0043 2,4250 | 0,1385 | 57,4917 0,042 4,0250 0,0748
5
Intra grupos 36| 66,6000 44,7000 686,500 57,9000
TOTAL 39

P-valor < 0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **

Cuadro 29. ANOVA de la variable coeficiente de multiplicacion en los subcultivos de
plantulas de ajo Rubi-1 y Criollo.

Rubi-1 Criollo
Fuentes GL Cuadrgdo P-Value Cuadrfado P_Value
medio medio
Entre grupos 3 1,53202 0,0001**
Intra grupos 8 0,0515667
Total 11

P-valor <£0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **

Cuadro 30. ANOVA de la variable coeficiente de multiplicacion para las variedades de

estudio.
Fuentes GL Cuadrgdo P-Value
medio
Entre grupos 1 0,0722 0,7991
Intra grupos 6 1,01993
Total 7

P-valor <£0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **

Cuadro 31. ANOVA de las variables diametro del bulbo, tamafio de la plantula y namero
de raices en la etapa de microbulbificacion de plantulas de ajo Rubi-1.

Diametro del bulbo Tamafio de la plantula NUmero de raices
Fuentes GL Cuadrfido P-Value Cuadrf'ado P-Value Cuadrf'ado P-Value
medio medio medio
Entre grupos 3 35,6917 0,0000** | 0,331667 | 0,8524 3,0 0,1281
Intra grupos 36 1,18611 1,26667 1,48333
Total 39

P-valor < 0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *
P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **
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Cuadro 32. ANOVA de las variables diametro del bulbo, tamafio de la plantula y namero

de raices en la etapa de microbulbificacion de plantulas de ajo Criollo.

P-valor < 0.01 existen diferencias altamente significativas **
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Diametro del bulbo Tamafio de la plantula Numero de raices
Fuentes GL Cuadrgdo P-Value Cuadr_ado P-Value Cuadr_ado P-Value
medio medio medio
Entre grupos 3 104,622 0,0000** 6,12 0,0155* 3,0 0,1281
Intra grupos 36 2,01008 1,54711 1,48333
Total 39
P-valor < 0.05 y >0.01 existen diferencias significativas *




Anexo D. Esquema de la micropapagacion de ajo Rubi-1y Criollo
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