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RESUMEN

L os apices de crecimiento de los bulbos de gjo (dientes), son explantes vigorosos para los trabajos de cultivo de
tgjidos, pero usualmente presentan altos niveles de contaminacién con los microorganismos del suelo, por ser
organos de crecimiento subterrédneo. Los experimentos estan dirigidos a comparar diferentes variantes para la
desinfeccion del bulbo, utilizando como desinfectantes hipoclorito de sodio al 0.5-5% y bicloruro de mercurio al
0.1 %. Durante e desarrollo de los explantes, se contabilizaron las plantas contaminadasyy las plantas vivas, para
evaluar lasupervivenciade los cultivos. El desarrollo delasvitroplantas se evalu6 cada 15 dias, cuantificando las
hojas, lasraices, y las plantas que formaron bulbillos. El procedi miento consistente en aplicar hipoclorito de sodio
al 5% durante 15 minutos; seguido de cortar 1mm de lacapamés externay flamear ligeramentelabase del diente
permitio obtener niveles de desinfeccidn aceptables de los bulbos de g0, con valores de descontaminacién en el
entorno del 70 %, sin producir deterioro de las plantas.
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Decontamination method for in vitro establishment of garlic (Allium sativum L.) bulbs
ABSTRACT

Apices of garlic bulbs (cloves) are vigorous explants for tissue culture practices, but they usually present high
contamination levels with soil microorganisms, due to they are underground growing organs. The experiments
were doneto compare different decontamination variants of garlic clove, with sodium hypochlorite solutions (0.5-
5% available chlorite) or a0.1% mercuric chlorite, as disinfectants. During explants development, contaminated
plants and alive plants were quantified, in order to evaluate culture survival. Plantlet development was eval uated
every 15 days, quantifying the number of leaves, roots, and bulblets. Applying 5% sodium hypochlorite during 15
min, followed of cutting 1 mm of the most external layer and flaming the base of garlic bulb, acceptable disinfection
levelsof garlic cloveswere obtained, with decontamination percentages ranging around 70%, without plant damage.
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INTRODUCCION

El gjo esunaespeciedealtovalor culinarioy medicinal;
por €llo, la conservacion de su germoplasma es objeto
deatencionanivel mundial (ECP/GR Working Group on
Allium, 2006; Kim et al., 2007; Hassan et al., 2007;
Shemesh et al., 2008; Stavilikova, 2008).

Los bulbos de gjo colectados de campo, debido a su
desarrollo subterraneo, se caracterizan por un ato nivel
decontaminacién, lo quedificultalograr su desinfeccién
parael mantenimiento en condiciones asépticas, durante
é cultivo in vitro. Asi Makowska et al. (1999), en sus
experimentos sobre crioconservacion de ajo,
encontraron que los apices de los dientes mostraron
mayor regeneracion que los pices de los bulbillos
aéreos, sinembargo, los dientes mostraron ladesventgja
de que estuvieron mas infestados con los
microorganismos del suelo. Keller y Lesemann (1997)
también hicieron referenciaaladesventgjadelosdientes
como explante respecto a los microbulbillos de la
inflorescencia, debido a mayores niveles de infeccion
de los dientes procedentes del suelo.

Lamayor parte de los clones que se cultivan en Cuba
son del tipo de gjos blancos, que por o general no emiten
varaflora (Burba, 2008), y solo producen pocosbulbillos
aéreos en una posicion intermediadel pseudotallo; por
ese motivo, los bulbill os aéreos constituyen unafuente
de explantes que aporta pocas réplicas por planta;
mientras que los dientes constituyen una fuente de la
gue pueden obtenerse explantes vigorosos en mayor
ndmero.

En la Gltima década en el INIFAT se hatrabajado para
desarrollar laconservacioninvitro, por reduccion dela
tasade crecimiento y lacrioconservacion, como forma
de conservacion complementaria a la coleccion de
campo, para disminuir los riesgos de pérdidas de los
clones adaptados alas condiciones ambiental es de Cuba
u obtenidos por mejoramiento genético. Estos
congtituyen un germoplasma de gran valor, que se
encuentra amenazado, ya que en general son pocoslos
productores que cultivan €l gjo en el pais, debido aque
laespecie requiere de altas exigencias culturales y ato
costo de produccion; y por otra parte, es un cultivo

muy sensiblealas condicionesdel medioy su épocade
desarrollo en el afio esmuy limitadaen las condiciones
de Cuba(Mufioz et al. 2010)

Utilizar un método de desinfeccion del bulbo que permita
erradicar losmicroorganismosdel sueloy conservar las
entradas en estado aséptico, constituye un requisito
indispensable paralos objetivos del establecimientoin
vitro y la conservacion del germoplasma. Este trabajo
esta dirigido a desarrollar un método de desinfeccién
apropiado para las investigaciones desarrolladas sobre
a la conservacién in vitro de ajo en el Banco de
Germoplasmade INIFAT.

MATERIALES Y METODOS
Tipodeexplantey desinfectantes

L osexperimentos se realizaron con dosclones Criollos.
Uno procedente de lalocalidad de Quivican, provincia
de LaHabana, y otro procedente de VillaClara, €l cual
habiamostrado un alto nivel de contaminacion. En este
trabajo los clones seidentificaran seguinlaprovinciade
procedencia.

Todas las variantes experimentales se trataron
inicialmente de lasiguiente forma: 1os bulbos (dientes)
selavaron con aguay detergente, y después de enjuagar
hasta eliminar los residuos de detergente con agua
corriente, se desinfectaron con etanol a 70 %, durante
un minuto.

Como desinfectantes se utilizaron hipoclorito de sodio
al 0.5-5 % (v/v) y bicloruro de mercurio a 0.1% (v/v),
teniendo en cuentasu disponibilidad y laexperienciade
trabajo previa con estos reactivos. La aplicacion del
hipoclorito de sodio se realiz6 agregando de dos atres
gotas de Tween 80, como humectante.

Variantesexperimentales

1) Tipo de explante; concentracion del desinfectante
¢ D-5: Diente completo (apice de crecimiento,

primordios foliares, hoja de brotacién y hoja de
reserva) ; hipoclorito de sodio, concentracién 5 %.
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¢ R-5: Diente con la hoja de reserva, después de la
desinfeccién con hipoclorito de sodio al 5% sediminé
aproximadamente 1 mm delaparte externadelabase
(zonadeinsercion en d tallo verdadero subterraneo).

¢ R-BCM-0.1: Diente con lahojade reserva, después
deladesinfeccion con bicloruro demercurio al 0.1 %,
seelimind aproximadamente 1 mm delaparte externa
de labase del bulbo.

¢ B-0.5; B-1.0; B-1.5; B-2.5: Hojade brotacion (apice de
crecimiento, primordios foliares, hoja de brotacién)
sinlahojadereserva; hipoclorito desodioa 0.5; 1.0;
15y25%.

L as caracteristicas delostratamientos seresumen enla
Tablal.

2) Tiempo dedesinfeccion

Parael tratamiento R-5 se consideraron dos periodosde
tratamiento con el desinfectante: cinco y 30 minutos.

3) Flameo del explante

Se realiz6 con € clon Villa Clara, ya que la muestra
disponible no pudo ser descontaminada con el
tratamiento R-5.

Se prob6 adicionar a tratamiento R-5 un flameo ligero
antes de la siembra. Este flameo consiste en un pase
rapido del explante por lallamade un mechero dea cohal,
yaquesi € tiempo de exposicion alallamase prolonga

se puede afectar el explante, disminuyendo el
enrai zamiento o lagerminacién delahojade brotacién,
durante €l cultivo in vitro.

Variantes

1. Tratamiento R-5, sin flameo.
1. Tratamiento R-5, con unflameoligero, enlo adel ante,
R-5F

Después de ladesinfeccion, los explantes se cultivaron
enmedio Murashigey Skoog (M S) (1962) sin hormonas,
gelificado con 6gl™ de agar, y semantuvieron en el cuarto
de cultivo, en condiciones de 24+2°C y fotoperiodo de
16 horas luz/8 horas de oscuridad. La concentracion de
agar y las condicionesdetemperaturaeiluminacion del
cuarto de cultivo se mantuvieron inalterables para el
resto de los experimentos.

Entodoslostratamientos, se evaluo, periddicamente, €l
ndmero de tubos contaminados. La supervivencia de
los explantes se evalud mediante la cuantificacion de
los cultivos vivos. Como indicador del vigor de las
plantas se evalu6 € desarrollo de las plantulas cada 15
dias, por lacantidad de hojasy raices; y se cuantificaron
las plantas que Ilegaron a bulbificar, considerando la
ausenciao presenciade microbulbillos. El porcentgjede
plantas bulbificadas se calculd segin la expresion
(cantidad de plantas bulbificadas/total de plantas)
x 100.

Tabla 1. Caracteristicas de tratamientos respecto al tipo de explante; concentracion del desinfectante

Tratamiento Tipo de explante Estructura del explante Desinfectante Concentracion
% (v/Iv)
D-5 Diente completo Hoja de reserva+hoja Hipoclorito de sodio 5
R5 Hoja de reserva—1 mm de brotacién+primordios
base (R) foliares+apice
R-BCM-0.1 Bicloruro de mercurio 0.1
B-0.5 Brote Hoja de brotacion Hipoclorito de sodio 0.5
B-1 (B) +primordios foliares 1.0
+4pice -
B-1.5 1.5
B-2.5 2.5
Tiempo de tratamiento: 15 minutos
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Paraevaluar e efecto del flameo se utilizaron muestras
compuestas de 40 explantes; en el resto de los
experimentos el tamafio de las muestras fue de 24
explantes. Losdatos se analizaron mediante un andlisis
de varianza de clasificacion simple para muestras
compuestas, y se expresaron en porcentgje. Deéllos, se
presentan los que resultaron més representativos del
comportamiento en cada caso.

RESULTADOS
Tiposdeexplantey desinfectantes

Los resultados obtenidos para la desinfeccion de las
plantasy su vigor serecogen enlaFigural. Se observa
gue todos | os tratami entos en que se elimind una parte
del diente, ya sea la base de contacto con el tallo o la
hoja de reserva se lograron niveles notables de
desinfeccion, con € mayor efecto parael tratamiento R-
BCM 0.1 (eliminacion de la base del diente, 0.1 % de
bicloruro demercurio).

El tratamiento en que sdlo seelimind labase del diente,
y seaplicd hipoclorito a 5 % (R-5) también produjo una
reduccién notabl e de la contaminaci 6n en comparacion
conlosdientescompletos(D-5). El efecto dediminacién
del tgjido de labase del diente en ladisminucion de la
contaminacion puede explicarse considerando que esa
zona tiene una estructura porosa propensa a la
penetracion del polvo y de los microorganismos del
suelo. Laconcentracién de hipocloritoal 5% no resultd
toxicaen estetratamiento, en el quelaeliminaciondela
capa externa de la base del diente se produjo después
delaexposicion a desinfectante. Unaconcentracion de
hipoclorito similar (5.25 %) se utilizé con éxito parala
descontaminacién del bulbo de ajo con €l objetivo de
obtener semillas sintéticas (Bekheet, (2006), y en €
desarrollo de un protocolo de micropropagacion
(Seif EI-Nasr etal.; 2011).

Al evaluar el efecto de los tratamientos sobre el vigor
(Figura 1), seencontrd que, tanto en lostratamientosen
gue seretiré del explante la hoja de reserva, quedando
como capamas externalahojadebrotacion (B) comoen
el que se utilizo € bicloruro de mercurio (BCM), se
produjo lareduccion del vigor, expresado en € porcentgje

deplantas quellegaron abulbificar. También se observé
reduccion del grosor del talloy clorosisdelas hojas. El
tratamiento R-BCM 0.1 fue el menosfavorable, yaque
resulté téxico (a pesar de que las plantas conservaban
la hoja de reserva), 1o que se hizo evidente en que se
redujo notablemente la altura y las plantas mostraron
acentuadaclorosis. Esteresultado coincide con el efecto
téxico del bicloruro de mercurio, aln en muy bajas
concentraciones, sobre el crecimiento de |os pices de
ajo, referido por Izquierdo et al. (1998).

1007
901
80+
70+
60+
50
40 -
30+
20+
104

0=

%

O Bulbificacién &
Desinfeccion

Bulbificacion Sx=9.4; CV=26.8 Desinfeccién Sx=10.6;
Cv=294

Tratamientos

D-5. Diente completo, hipoclorito de sodio al 5%

R- 5. Hojadereservaeliminando 1mm delabase del
diente, hipoclorito de sodio 5 %.

B. Hojade brotacion (sin lahojadereserva),
hipoclorito desodio (0.5; 1.0; 1.5y 2.5 %)
R-BCM-0.1. Hojadereserva-1mmdelabase del
diente, bicloruro demercurioal 0.1 %

Figura 1. Comportamiento de la desinfeccion y del
vigor de las plantas (expresado en el porcentaje de
bulbificacién), para los diferentes tratamientos de
desinfeccion. Clon Quivican

De los resultados obtenidos se pudo resumir que, de
lostratamientos analizados, € mésfavorablefued R-5;
ya que permitié obtener un grado de desinfeccion
aceptable (en & entorno del 70 %), sin producir deterioro
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de las plantas. No obstante, al probar este tratamiento
conel clonVillaClara, con unatonivel decontaminacion,
el porcentgje de descontaminacion no rebasé el 50 %;
por ello con este clon se ensayaron otras variantes para
reducir las contaminaciones.

Tiempodedesinfeccion

En las condiciones experimentales no resultd
conveniente extender el tiempo de desinfeccion a 30
minutos, alin cuando €l explante conservé la hoja de
reserva (tratamiento R-5). Laexposicion prolongadaal
hipoclorito no redujo la contaminacion, sin embargo
resulto toxica a los tejidos de modo que disminuyo el
numero promedio deraices por plantay labulbificacion
(Figura?2). Neveeet al. (2007) utilizaron € tiempo de 30
minutos, parala desinfeccion de bulbos de gjo con una
solucion de hipoclorito de sodio al 30 %. Ladiferencia
de ese resultado con el obtenido en el presente trabajo,
posiblemente estarel acionada con las diferencias entre
los clonesy las dimensiones de los dientes. Los bulbos
con hojas de reserva mas gruesas pudieran tener los
apices de crecimiento més protegidos delaaccion toxica
de los desinfectantes.
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Figura 2. Efecto del tiempo de la desinfeccion con
hipoclorito de sodio al 5% (tratamiento R-5) sobre la
bulbificacién, como indicador del vigor de las plantas
después del tratamiento. Clon Quivican

Flameo dd explante

LaFigura3 compara el grado de desinfeccion logrado
en el Clon VillaClaracuando se aplico el tratamiento
R-5y cuando aestetratamiento seleadicioné un flameo
ligerodelabase del diente (R-5F). Esteclon presentd un
nivel de contaminacion alto, ya que con €l tratamiento
R-5 el porcentgje de desinfeccion no alcanzo €l 40 %.
Como puedeverse, en este caso, € flameo del dientefue
un aspecto adicional que contribuy6 a aumentar la
desinfeccion.

El procedimiento de desinfeccion R-5F seaplicaparala
conservacion de ajo por reduccién de la tasa de
crecimiento en € Banco de Germoplasmadel INIFAT,
gue conserva clones seleccionados, obtenidos por
mejoramiento genético o provenientes de |as regiones
productoras més importantes del pais (Torres et al.,
2008).
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R-5 Sin Flamear
R-5: Hojadereservacon laeliminacién delabase del diente,
hipoclorito de sodio a 5%

Figura 3. Porcentaje de desinfeccién obtenido al
adicionar al tratamiento R-5 un flameo ligero. Clon Villa
Clara

CONCLUSIONES

» El procedimiento consistente en aplicar hipoclorito
de sodio a 5 % durante 15 minutos; seguido de
diminar aproximadamente 1 mmdelacapamésexterna
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y flamear ligeramente la base del diente produjo
niveles aceptabl es de desinfeccion de los bulbos de
ajo, con nivelesen el entorno del 70 %, sin producir
deterioro de las plantas.

» La extension del tiempo de desinfeccion hasta 30
minutos, la eliminacién de la hoja de reserva o la
aplicacién del bicloruro de mercurioa 0.1 % afectaron
el vigor de las plantas durante su desarrollo.
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