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RESUMEN

El cultivo del ajo se conoce desde tiempos inmemoriales, por su valor como condimento
y sus propiedades terapéuticas. En Cuba, la poca variabilidad clonal en la produccién,
unido a otros factores ha derivado en la erosion del germoplasma existente. Este
trabajo esta dirigido a evaluar la factibilidad de la conservacion in vitro de ajo en las
condiciones del Banco de Germoplasma del INIFAT. Incluye la evaluacién de varios
meétodos de desinfeccion del explante asi como la conservacion de las yemas a la
temperatura de 6°C, en replicas de 30 tubos. Como referencia se tomé la temperatura
del cuarto de cultivo (24°C). Como caracteres se considerdé el nimero de brotes; el
color, la altura, la emision de hojas, la manifestacion de la hiperhidricidad; la
ausencia/presencia de bulbo, el niumero de raices, la viabilidad, el pardeamiento, la
contaminacion y el agotamiento y color del medio. La variante en la que se combina el
explante al que se separa la base del bulbo (explante BC) y se utliza como
desinfectante hipoclorito de sodio al 5% mostré la menor contaminacion sin que se
manifestara el deterioro de las vitroplantas. Se demostr6 que la reduccion de la
temperatura tuvo el mayor efecto en el retardo del enraizamiento y en la absorcion del
medio de cultivo; factores delimitaron el periodo de subcultivo, de las plantas
mantenidas a 24°C, a cuatro meses. A 6°C la conservacion se prolongé hasta los 18
meses. Las contaminaciones se mantuvieron a niveles bajos y la hiperhidricidad fue
despreciable. Los resultados aportan elementos valiosos para acometer la
conservacion in vitro de este germoplasma en el Banco del INIFAT.

Palabras Claves: ajo, conservacion in vitro.
SLOW GROWTH IN VITRO CONSERVATION OF GARLIC (Allium sativum L).

ABSTRACT

Until ancient ages, garlic cultivation is known due to its value as a condiment and its
therapeutic properties. In Cuba, low commercial clonal variability besides other aspects
derivates in its germplasm erosion. The purpose of this paper is to evaluate the
feasibility of garlic in vitro conservation in the conditions of INIFAT s Genebank. It
includes the evaluation of some explant disinfectant methods, and plant conservation at
6°C of samples of 30 culture tubes. Similar samples were conserved at culture room
temperature (24°C). The characters considered were the number of shoots, color,
height, emission of leaves, hyperhydricity, absence and presence of bulbs, the number
of roots, viability, browning, contamination, media color and media consumption. The
treatment that combine the explant which the bulb base were cut (BC explant) and as
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disinfectant 5% sodium hypochlorite had the lower contamination without plantlet
damage. It was demonstrated that temperature decrease has the larger effect in to delay
of root emission and the absorption of culture media, which delimit the subculture period
of plants, maintained at 24°C, to four months. At 6°C, the conservation period was
extended to 18 months. Contamination were kept at low levels and hyperhydricity was
insignificant. Results contribute with very valuable elements for developing in vitro
conservation of garlic germplasm at INIFAT’s Genebank.

Key words: garlic, in vitro conservation.

INTRODUCCION

El cultivo del ajo enfrenta numerosos retos dado sus requerimientos en cuanto las
atenciones culturales (el riego, la fertilizacion, la aplicacion de plaguicidas y el
desyerbe), asi como el secado postcosecha y el almacenamiento hasta la proxima
siembra. Por eso, en diferentes laboratorios se ha trabajado en la posibilidad de utilizar
la conservacion in vitro como una alternativa para asegurar la preservaciéon de su
germoplasma (Keller y Lesemann, 1997; Keller y Frits, 1997; Niwata, 1995).

En Cuba, casi toda la produccion comercial de ajo se sustenta en pocos clones y existe
un mantenimiento minimo de otros adaptados al pais u obtenidos por el mejoramiento
genético. La poca variabilidad clonal en la produccion, unido a otros factores, como el
ser un cultivo de reproduccion vegetativa y ciclo corto, expuesto a los virus y al estrés
climatico, y, en adicion, el alto costo y la labor intensiva que requiere el mantenimiento
de las colecciones de campo, han derivado en la erosion del germoplasma existente.
Esto constituye un alto riesgo para el mantenimiento de la variabilidad del cultivo, lo que
entrafla una amenaza para los productores ante la aparicion de enfermedades o
situaciones climaticas adversas. Por ello, en el pais se han desarrollado estudios sobre
el cultivo in vitro del ajo (Peréz, 2000), su aclimatacion en diferentes sustratos
(Izquierdo et al., 2002) y la produccién de semilla por métodos biotecnoldgicos
(Izquierdo y Quifiones, 2001), con el objetivo de preservar la variabilidad del cultivo
existente en el pais. Este trabajo esta dirigido a evaluar la factibilidad de la
conservacion del germoplasma de ajo in vitro en las condiciones del Banco de
Germoplasma del Instituto de Investigaciones Fundamentales en Agricultura Tropical
(INIFAT).

MATERIALES Y METODOS.

Desinfeccion del explante

Se trabaj6é con los clones ‘Criollo’ y ‘Vietnamita’, procedentes de la provincia de La
Habana.

Se evaluaron tres variantes del explante: el bulbo (diente) de ajo completo (explante D),
el bulbo de ajo completo con un corte de para eliminar la capa mas externa de la base
(explante BC); y la yema (apice cubierto con varias hojas, pero sin la hoja engrosada de
reserva; explante Y). Siempre que se utiliz0 este explante, se aplic6 una doble
desinfeccidn, la primera se realizé al bulbo completo con hipoclorito al 5%, y la segunda
después de extraida la hoja de reserva. El desinfectante y la concentracion utilizada se
especificara para cada tratamiento.
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A continuacion se resumen las variantes en cuanto al tipo de explante, el desinfectante
y la concentracion utilizada.

Tipo de explante; forma de desinfeccion.
1) Bulbo completo (explante D); hipoclorito de sodio al 5%
2) Bulbo con el corte y separacion de la parte externa de la base (explante BC):
a) hipoclorito de sodio al 5%
b) bicloruro de mercurio al 0.1%
3) Yema del bulbo (explante Y);
a) primera desinfeccién: hipoclorito de sodio al 5%
b) segunda desinfeccion: hipoclorito de sodio al 0.5; 1.0; 1.5y 2.5%.

Tiempo de desinfeccion: hipoclorito de sodio al 5%: 15 min.
bicloruro de mercurio 0.1%, 5 mn.

Se evalud periédicamente la contaminacion, la supervivencia y el desarrollo de las
plantas de la siguiente forma:

Contaminacién: mediante el conteo del nimero de explantes contaminados
Supervivencia: por el conteo del nimero de cultivos vivos

Desarrollo de las plantas: mediante la evaluacién de la altura, nimero de hojas, vy el
namero de raices.

Los datos se expresan en porcentaje y se presentan los graficos mas representativos
del comportamiento en cada caso.

Conservaciéon de ajo a 6 °C (por reduccion de la tasa de crecimiento).

Material vegetal. Los clones, del mismo origen, se identificaron de acuerdo a los
productores que aportaron el germoplasma como ‘Fiandol’, ‘Rosquete’, ‘Machua’, ‘CPA
Antero Regalado’ y ‘Sancti Spiritus’ (proveniente del programa de mejoramiento del
INIFAT).

Tipo de explante y desinfeccion: Se seleccion6 el explante BC, utilizando hipoclorito
de sodio al 5%, durante 15 min.

Conservacién a 6 °C. Se evalud la conservacion de las yemas de ajo, utilizando la
temperatura de 6°C. Como referencia se utilizé la temperatura del cuarto de cultivo
(24°C). Las yemas se mantuvieron en medio BDS (Dustan y Short, 1977), con sacarosa
al 10% (El-Gizawy y B.V. Ford-Lloyd., 1987; Keller J. y R. Fritsch, 1997). Cada 15 dias
se evaluaron los caracteres cualitativos y cuantitativos en las fases de brotes,
vitroplantas y microbulbillos. De las caracteristicas de los brotes, se evaluaron el
namero, el crecimiento y el vigor. De las vitroplantas, se tuvieron en cuenta el color, la
altura, con las categorias (hasta 1, de 2 a5y mas de 5 cm), la cantidad de hojas (1, de
2 a3y mas de 4); y la hiperhidricidad (no manifiesta, incipiente y manifiesta). De los
microbulbillos se evaluaron el desarrollo (ausencia/presencia), el color de la cubierta
(blanco/morado); la viabilidad (%: 100, 75, 50, 25. 0), el enraizamiento (%: 0, de 1 a 2,
de 3 a 5, mas de 5 raices); y el pardeamiento (%: 0, 25, 50, 75, 100). A través de todo el
periodo de conservacion, se evalud la contaminacion (%: hongos y bacterias) y las
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caracteristicas del medio de cultivo, del que se considerd el contenido en el tubo de
cultivo (%: 100, 90, 75. 50 y 25) y el color.

RESULTADOS

Desinfeccion del explante

En la Figura 1, resulta evidente que el tratamiento correspondiente al corte de la base
del bulbo (explante BC) produjo una reduccion notable de la contaminacion, en
comparacion con los bulbos completos, que conservan la parte externa de la zona de
fijacion al tallo verdadero (explante D). Esta zona, por su contacto directo con el suelo y
Su estructura porosa, tiende a la acumulacion de los microorganismos. Tanto en los
tratamientos en que se utilizé el explante Y (la yema del bulbo sin la hoja de reserva)
como en el que se utilizo bicloruro de mercurio (tratamiento BC bc 0.1) se produjo la
reduccion de la supervivencia (Figura 2) y el vigor de las plantas.
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Figura 1. Comportamiento de la contaminacion para los distintos tratamientos de
desinfeccion del explante
Leyenda : Bulbo completo (D)

Corte de la base del explante (BC)

Concentracion: hipoclorito de sodio (0.5; 1.0; 1.5; 2.5y 5%)

Bicloruro de mercurio al 0.1% (bc 0.1)
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Figura 2. Comportamiento de la supervivencia de las plantas segun los distintos
tratamientos de desinfeccion del explante
Leyenda : Bulbo completo (d)

Corte de la base del explante (BC)

Concentracion de hipoclorito de sodio (0.5;1.0; 1.5y 2.5%)

Bicloruro de mercurio al 0.1% (bcm 0.1)

Por otra parte, la comparacién de los resultados recogidos en las Figuras 1y 2 permite
apreciar que la eliminacion de la hoja de reserva (explante Y) produjo un efecto mayor
en la reduccion de la supervivencia de las plantas que en el control de la contaminacion
(comparese con el tratamiento BC 5; corte de la base del bulbo, desinfectado con
hipoclorito al 5%). Esto podria tener una explicacion en el hecho de que en la fase de
cultivo in vitro también se produce la translocacion de nutrientes de la hoja de reserva
al apice en crecimiento, lo cual se evidencia en el adelgazamiento de esta hoja.
Ademas de la reduccion cuantitativa de la viabilidad, resultd evidente que todas las
plantas desarrolladas a partir de yemas resultaron cloréticas y poco vigorosas, por lo
que esta variante no parece deseable para mejorar la desinfeccién. La aplicacion de
bicloruro de mercurio al 0.1% fue el tratamiento menos favorable debido a su alta
toxicidad, lo cual ha sido sefialado por otros autores (lzquierdo y Quifibnez, 2001;
Izquierdo et al., 1997). A pesar de que la yema de crecimiento tenia la proteccion de
la hoja de reserva, como corresponde al explante BC, el desarrollo de las plantas se
detuvo y el crecimiento de las hojas no superé los 2 cm. Como puede observarse, los
niveles de contaminacién fueron relativamente altos en general, ya que como ha sido
sefialado por Makowska et al. (1999) el bulbo, como explante, es mas vulnerable a la
contaminacion que otras estructuras aéreas.
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Conservaciéon de ajo a 6 °C (por reduccion de la tasa de crecimiento).

A la temperatura de 6°C se observé la reduccién de la tasa de crecimiento de los
cultivos, lo cual se manifestd en que las plantas conservadas a 6°C requirieron mayor
tiempo para alcanzar la altura de 5cm, para que resultara evidente la bulbificacién y se
produjera el enraizamiento profuso (de 3 a 5 raices)(Figura 3a, 3b y 3c). La disminucion
de la temperatura de conservacion tuvo el menor efecto en la emision de la primera hoja
y resultdé mas notable en el desarrollo de las raices, ya que a 6°C el tiempo para
alcanzar el enraizamiento profuso (de 3 a 5 raices) fue aproximadamente 5 veces el
requerido a 24°C (Figuras 3a vy 4).
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Figura 3a. Proporcion (en veces) en que la temperatura de 6°C retard6 la manifestacion
de los procesos fisioldgicos en relaciéon con la temperatura de 24°C.,
Leyenda: Altura: 5cm 6 mas

Emision de la primera hoja

Enraizamiento: de 3 a 5 raices .
El calculo se realizé a partir de los valores promedios, considerando los 5 clones
evaluados.
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Figuras 3 by 3c. Comparacion del desarrollo alcanzado por las plantas a la temperatura
de 24°C (izquierda) y a 6°C (derecha) a los 4 meses de conservacion. Clon ‘Machu&’
(3b). Caracteristicas del desarrollo de vitroplantas de ajo ) (6°C, 4 meses) (3c).
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Figura 4. Comparacion del tiempo requerido para que mas del 50% de las plantas
conservadas, a las temperaturas de 24 y 6°C, desarrollen de 3 a 5 raices (barras
azules) y del porcentaje de plantas que alcanzan ese grado de enraizamiento (barras en
diagonal). La comparacion estadistica para el porcentaje de plantas no arrojo
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diferencias significativas entre los clones o las temperaturas Sx=0.1; CV=4.2 (Andlisis
de varianza de clasificacion doble para muestras univalentes; Lerch, 1977).

La contaminacion observada no fue alta, ya que sélo se perdieron 3 muestras al afio de
la conservacion, por lo que ésta no parece ser un aspecto limitante para la conservacion
a baja temperatura. Este resultado ofrece un criterio favorable a la reduccién del
numero de tubos de cultivos a conservar, por cada clon, entre los 10 y 15 tubos.

A 6°C, el contenido de medio en los tubos de cultivo decrecié en un 25% respecto al
inicial, de modo que las plantas llegaron a alcanzar el afio de conservacion y aun se
mantenia, aproximadamente, un 75 % del contenido del medio a los 18 meses (no se
muestran los datos). También se observo la coincidencia entre la manifestacion profusa
del enraizamiento y el desarrollo de cierta tonalidad naranja en el medio de cultivo a los
6 meses de conservacion, lo que puede estar vinculado a la acumulacién de
metabolitos. Estos dos resultaron los factores limitantes del periodo de subcultivo; por
ello, los procedimientos que limiten la emergencia y el desarrollo de las raices podrian
contribuir a extender la conservacion in vitro de ajo, mediante la reduccion de la tasa de
crecimiento por la disminucion de la temperatura del cuarto de cultivo.

CONCLUSIONES

e La separacion de la hoja de reserva del bulbo (explante Y) no resulté adecuada para
reducir la contaminacion, aun cuando se utiliz6 para la segunda desinfeccion
concentraciones de hipoclorito tan bajas como el 0.5%.

e La desinfeccién con bicloruro de mercurio no resulté favorable en las condiciones
ensayadas, ya que afecto la viabilidad de los explantes.

e Cuando se utilizaron los explantes en los que sélo se elimind la parte externa del
tallo basal del bulbo (explante BC) y se utilizé para la desinfeccién hipoclorito al 5%
se produjo la reduccion de la contaminaciéon y las plantas se desarrollaron
adecuadamente sin evidencias de deterioro. Este fue el tratamiento mas ventajoso
dentro de las variantes ensayadas.

e Lareduccion de la temperatura a 6°C, durante la conservacion in vitro, tuvo el mayor
efecto sobre el enraizamiento, y fue este el caracter que, junto al cambio de
coloracién del medio, obligé a la transferencia a medio fresco y delimité el periodo
de subcultivo.

e A 6°C la conservacion pudo extenderse hasta 12 meses con pocas perdidas por
contaminacion, lo que ofrece un criterio favorable a la reduccion del niamero de
tubos de cultivos a conservar, por cada clon, entre los 10 y 15 tubos.

RECOMENDACIONES

e Continuar evaluando el explante en el que sélo se corta la parte externa de la base
del bulbo (BC) con otrOs tratamientos de desinfeccion.
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