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RESUMEN
Actualmente el cultivo de ajo constituye una de las principales actividades agricolas en nuestro pais,
manifestandose en uno de los cultivos con mayor potencialidad, debido al interés de diferentes grupos

de productores e instituciones de mejorar la productividad del cultivo con fines de exportacion.

Muchas de las areas potenciales del pais, en especial los valles de Cochabamba, Tarija y Potosi se
encuentran inhabilitados debido a la alta incidencia de nematodos, hongos, bacterias y virus,
reduciendo asi los rendimientos, haciendo imposible alcanzar la calidad y cantidad adecuada para la

exportacion (Quezada, 1999).

La biotecnologia, por medio de la técnica de cultivos in vitro genera alternativas viables para obtener

plantas libres de enfermedades, con niveles altos de productividad.

En este sentido, el presente trabajo de investigacion estuvo dirigido a evaluar el efecto de la variacion
de medios y concentraciones de sacarosa en la multiplicacion y microbulbificacion in vitro en dos

ecotipos de ajo para la obtencién de semilla de alta calidad libre de enfermedades.

La investigacién estuvo dividida en tres etapas: El establecimiento, la multiplicacion, y la

microbulbificacion, utilizando para ello los ecotipos “Colorado de Mendoza” y “Rosado de ltalia”.

En el establecimiento, los meristemos fueron extraidos asépticamente en la camara de flujo laminar y
cultivados en el medio basal “Ms”, el principal parametro de evaluacion fue la supervivencia de los
explantes, alcanzando un 95.8 % para el ecotipo “Colorado de Mendoza” y 89.58 %para el ecotipo

“Rosado de ltalia”.

Para la fase de multiplicacién la finalidad fue la obtencién del mayor niumero de brotes, utilizando los
medios “Ms”, “MsM”, “MsM + EQ” y “Ms+ EQ” (EQ = extracto quinua). El medio de que favoreci6 a la
formacion de brotes fue el “MsM” con un promedio de 1.5 ; sin embargo los resultados obtenidos
fueron todavia insuficientes por tanto, en una simultanea investigacion se utiliz6 como medio basal el
“MsM” mas la accion de Kinetina (1mg/L) y AIA (2 mg/L) donde el numero de brotes aumento

satisfactoriamente a 2.2 brotes por vitroplanta.

Para la etapa de microbulbificacion el objetivo fue determinar la concentracion adecuada de sacarosa
(3%,6%,9%,12%) para promover el proceso de microbulbificacion. La concentracion optima para el
ecotipo “Colorado” fue de 60 g/L de sacarosa desarrollando microbulbillos de 53 mm de
diametro, mientras que para el ecotipo “Rosado” la concentracién 6ptima fue de 90g/L. de sacarosa

alcanzando a desarrollar microbulbillos mayor a 7.2 mm de diametro.

De acuerdo con los resultados obtenidos, los dos ecotipos de ajo demostraron un comportamiento
favorable al proceso de microbulbificacion, alcanzando a producir semilla de alta calidad libre de

enfermedades.
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SUMMARY

At the moment the cultivation of garlic constitutes one of the agricultural main activities in our country,
being constituted in one of the cultivations with more potential, due to the interest of different groups of

producers and institutions of improving the productivity of the cultivation for export.

Many of the arable areas of the country especially the valleys of Cochabamba, Tarija and Potosi are
disabled due to the high incidence of nematodes, fungus, bacterias and virus in their soils, reducing this
way the yields, making impossible to reach the quality and appropriate quantity for their export
(Quezada, 1999).

The biotechnology, by means of the technique of cultivations in vitro generates alternative viable to

obtain plants free of disenses, with high levels of productivity.

Bythewey, the present investigation work was directed to evaluate the effect of the variation of means
and sucrose concentrations in the multiplication and microbulbificacién in vitro in two ecotipos of garlic

for the obtaining of seed of high quality free of disenses.

The investigation was divided in three stages: The establishment, the multiplication, and the

microbulbificacion, using for it the ecotipos “Colorado de Mendoza” and “Rosado de lItalia”.

In the establishment, the meristemos was extracted aseptically in the camera of flow to laminate and
cultivated in the means basal "Ms", the main evaluation parameter was the survival of the explantes,

reaching 95.8% for the ecotipo “Colorado de Mendoza” and 89.58% for the “Rosado de Italia”.

For the multiplication phase the purpose was the obtaining of the biggest (EQ = extract of quinua)
number of buds, using the means "Ms", "MsM", "MsM + EQ" and "Ms+ EQ." The means that it favored
to the formation of buds it was "MsM" with an average of 1.5; however the obtained results were still
insufficient therefore, in a simultaneous investigation it was used like half basal "MsM" more the action
of Kinetina (1mg/L) and AlA (2 mg / L) where the number of buds increase satisfactorily to 2.1 buds for

vitroplanta.

For him microbulbificacion stage the objective was to determine the appropriate concentration of
sucrose (3%, 6%, 9%, 12%) to promote the microbulbificacién process. The good concentration for the
ecotipo Colorado was of 60 sucrose g/L developing microbulbillos of 5.3 mm of diameter,
while for the Rosy ecotipo the good concentration was of 90g/L. of sucrose succeeding in developing

bigger microbulbillos to 7.2 mm of diameter.

In accordance with the obtained results, the two ecotipos of garlic demonstrated a favorable behavior to

the microbulbificacidon process, succeeding in producing seed of high quality free of ilinesses.
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1. INTRODUCCION.

El ajo (Allium sativum L.) es el condimento natural por excelencia y forma parte de los
habitos alimentarios y terapéuticos de muchas culturas. Los departamentos de
Chuquisaca, Potosi y Tarija, ubicados al sur de Bolivia, son los departamentos de mayor
produccion a nivel nacional, a pesar que el cultivo del ajo también se encuentra en los

departamentos de Cochabamba, Oruro, La Paz y Santa Cruz en menor escala.

Actualmente el cultivo de ajo constituye una de las principales actividades agricolas su
rendimiento en promedio alcanza 9.7 TM /Ha (FAO, 1995). Es uno de los cultivos con
mayor potencialidad, debido al interés de diferentes grupos de productores e instituciones

de mejorar la productividad del cultivo con fines de exportacién (Cabrera y Elliot, 1996).

El departamento de mayor produccion entre los periodos del 1993-94 al 1997-98, fue
Chuquisaca, con un promedio de 309.4 Ha, seguido por Tarija con un promedio de
292.8 Ha, Cochabamba (79.0 Ha), Potosi (77.2 Ha), luego Santa Cruz, Oruro y
La Paz (INE, 2000).

La produccién de ajo del sur de Bolivia cerca al 80% va al consumo en fresco en el
mercado nacional y de exportacion (tanto legal como por contrabando), luego un 20% para
semilla (debidoa los bajos rendimientos) y menos de un 1% es destinado a
la industria (MACIA, 2003).

También se debe anotar, que en los ultimos afios, existid una fuerte tendencia al
incremento de superficies cultivadas en el departamento de Potosi con la expansiéon de
cultivos en las areas de Tupiza y Cotagaita, mientras que en el departamento de Tarija las
superficies cultivadas se mantuvieron relativamente estables y en el departamento de
Chuquisaca existié una tendencia al decremento, confinandose el cultivo a las zonas de
Incahuasi y Culpina (MACIA, 2003).

17



A partir de esta constatacion, se considera que actualmente el primer departamento
productor es Potosi, aun que muy de cerca y compitiendo este lugar Tarija y en tercer

lugar el departamento de Chuquisaca.

Es un cultivo de alto interés social y econdmico, ya que ocupa mucha mano de obra (tanto
en cultivo como en empaque). Es una de las pocas alternativas horticolas bajo riego
durante el invierno y tiende a ser un producto agroexportable a futuro por sus condiciones

geograficas limitrofes con el mayor comprador de ajo que es el Brasil (MACIA, 2003).

Muchas de las areas cultivables del pais en especial los valles de Cochabamba, Tarija y
Potosi se encuentran inhabilitados debido a la alta incidencia de nematodos, hongos,
bacterias y virus en sus suelos, reduciendo asi los rendimientos, haciendo imposible
alcanzar la calidad y cantidad adecuada para su exportacion (Quezada, 1999). Para
solucionar dicho problema es una necesidad imperiosa la produccion y uso de semilla
certificada, ya que la gran incidencia de problemas fitosanitarios en Bolivia se debe
principalmente a los defectuosos mecanismos de importacion de semilla y del proceso
de reproduccion y propagaciéon propios del ajo, las cuales constituyen problemas en la

produccion y productividad del cultivo.

Si consideramos que el ajo es una planta que carece de semilla botanica viable,
(agamica) actualmente, es una alternativa la multiplicacién in vitro, que ofrece ventajas
como: Niveles altos de sanidad, plantas genéticamente iguales a la planta madre
(homogeneidad), y en especial la producciéon de semilla de alta calidad por medio de la
técnica de microbulbificacion, situaciéon que permitira eliminar eficazmente la presencia de

virus y otros patéogenos (Quezada, 1999).

En este sentido, el presente trabajo de investigacion esta dirigido a evaluar el efecto de la
variacion de medios y concentraciones de sacarosa en la multiplicacion vy
microbulbificacion in vitro en dos ecotipos de ajo, para la obtencion de semilla de alta

calidad libre de enfermedades.
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1.2 OBJETIVOS.
1.2.1 Objetivo general.

- Evaluar el efecto de la variacion de medios y concentraciones de sacarosa en el
proceso de multiplicacién y microbulbificacion in vitro, de dos ecotipos de ajo

(Allium sativum L.) para la obtencion de semilla de alta calidad.
1.2.2 Objetivos especificos.

- Evaluar el comportamiento morfolégico del explante en las etapas de
establecimiento, multiplicacion y microbulbificacion in vitro.

- Determinar el mejor medio nutritivo para promover el proceso de multiplicacién.

- Determinar la concentracion adecuada de sacarosa para promover el proceso de
microbulbificacion.

- Evaluar la respuesta morfoldégica de los dos ecotipos de ajo, al proceso de

microbulbificacion.

2. REVISION BIBLIOGRAFICA.
2.1 El ajo (Allium sativum L.)

Es una de las plantas mas extendidas en el mundo por sus usos culinarios y por sus
cualidades benéficas para la salud humana, por lo que ha sido muy estudiada para probar
sus propiedades aplicadas ampliamente en la medicina tradicional mundial. Representa un
recurso de gran valor en la industria alimentaria como complemento dietario o por sus
propiedades nutracéuticas. Tradicionalmente ha sido usado en medicina popular para
tratar dolencias como: reumatismo, dermatitis, dolores abdominales, tos, pérdida de
apetito, desordenes estomacales, infecciones parasitarias. A estos usos actualmente se le
suman sindromes que aquejan a sociedades modernas tales como arteriosclerosis e
hipertension (Giulietti, 1998).

2.1.1 Origen y distribucion.

Segun Vavilov (1951); citado por Valadez (1993), menciona que su centro de origen es el
Asia Central, incluyendo al noroeste de la India, desde donde se propago al mediterraneo
y de ahi al resto del mundo. El ajo, fue domesticado por el hombre para ser usado primero

como condimento y luego como planta medicinal.
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Se introdujo en América por los conquistadores espafnoles probablemente a través de
México, desde donde fue diseminado hasta Chile por el Sur y posteriormente fue
introducido en el hemisferio Norte, donde constituye en la actualidad un cultivo de

importancia econémica (FAO, 1988).

El nombre romano del ajo es Allium y sativum proviene del latin y quiere decir cultivado
(Cabrera y Elliot, 1996).

Es una especie que depende de las condiciones termofotoinductoras y se encuentra
distribuida desde el Ecuador hasta los 40 ° LS y desde el nivel del mar hasta los

3700 m.s.n.m, lo que demuestra su amplia capacidad de adaptacion (Burba, 1992).

2.2 Caracteristicas botanicas y taxondmicas.
2.2.1 Taxonomia.

En el Registro de coleccion de Invernadero de “Ecology and Evolutionary Brief” (1999) el

ajo se clasifica de la siguiente manera:

Reino : Vegetal.
Subreino : Embryobionta.
Division : Magnoliophyta.
Clase . Liliopsida.
Subclase . Lilidae.

Orden . Liliales.
Familia . Alliaceae.
Género : Allium
Especie : sativum L.
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2.2.2 Principales caracteristicas botanicas.

El ajo es una planta anual de reproduccion vegetativa, que al finalizar su ciclo de vida
muere, quedando con vida las yemas que se forman en los dientes, mediante las cuales

realiza su reproduccioén (Burba, 1992).

a) Sistema radicular.

La raiz se considera por su origen adventicia, del tipo caulégena, es decir aquellas que se
desarrollan del tallo, formando asi un sistema radicular fibroso, muy parecido al de la
cebolla; su medio de vida subterraneo teniendo un geotropismo positivo ademas de ser un
organo eficiente en la absorcion de agua y compuestos minerales, sus raices alcanzan
una profundidad de 5 - 25 cm. (MINAG, 1983).

b) Tallo.

Es el 6rgano de transporte, soporte y estructuracion, en algunas circunstancias cumple la
funcién fotosintética y almacenaje de sustancias nutritivas  dispuestas por las

caracteristicas genéticas propias de cada especie (Rodriguez, 1983).

En el caso del ajo consideramos que la planta cuenta con tres tipos de tallos:

e Acaule.

Es el tallo verdadero, muy corto, se encuentra en la base de la planta y muere
totalmente al final del ciclo vegetativo, su funcion es formar el sistema radicular

adventicio (Rodriguez, 1983).

e Bulbo.

Es el 6rgano donde se acumulan las sustancias nutritivas; las tunicas externas
envuelven el bulbo entero y las internas a los dientes, estos ultimos se componen de:
tunica apergaminada, tunica carnosa, yema y tallo verdadero. Los dientes en el bulbo
pueden ser simples o compuestos; los simples tienen una sola yema y los compuestos
dos 0 mas y su numero en el bulbo o cabeza depende de la variedad. El proceso de
acumulacién de sustancias nutritivas se intensifica después que cesa la formacion de

las yemas y el crecimiento intenso de las hojas (Giaconi, 1993).
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= Escapo.

Estructura no ramificada que se origina del bulbo subterraneo, al igual que las hojas
cumple la funcion fotosintética, no crece mas de 50 cm en la parte terminal sostiene a

una inflorescencia del tipo umbela (Rodriguez, 1983).

c) Hojas.

Las hojas se forman después de terminado el estado de reposo de los dientes y constan
de limbo y vaina en forma de canal con un apice agudo, de borde liso y nervadura

paralelinervia propia de las especies de este género (MINAG, 1983).

d) Flores.

Dispuestas en inflorescencias del tipo umbela, sus flores son pequefias, blancuzcas o
rojizas, actinomorfas hermafroditas, su perigonio compuesto de seis piezas, de ovario
supero. El fruto es una capsula que encierra unas semillas negras arrifionadas
(Rodriguez, 1983).

2.3 Cultivares o ecotipos.

Los tipos comerciales de ajo mas difundidos a nivel mundial son "blanco”, "colorado" y
"rosado". Brasil importa preferentemente ajos rojos (morados o colorados), de calibre
mediano a grande. Francia consume casi exclusivamente ajos "blancos" y "rosados" o
"violetas", de produccion propia o importada. Estados Unidos industrializa practicamente
todo lo que produce, importando el ajo fresco; si bien prefiere el "blanco", las compras de

ajo "colorado" son cada vez mas frecuentes (MACIA, 2003).

2.3.1 Ecotipo Colorado de Mendoza.

El ajo producido en Bolivia es el Colorado Mendocino que se considera de excelente
calidad por su fuerte aroma y sabor y que tiene buena aceptacion en los mercados
internacionales. Los rendimientos son variables segun la técnica del cultivo, las variedades

de las que se trate y la forma de medirlos (MACIA, 2003).

Se cultiva principalmente en el departamento Potosi, muy de cerca y compitiendo por este

lugar Tarija y en tercer lugar el departamento de Chuquisaca (INE, 2001).
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Se caracteriza por tener un ciclo de dormancia de 140 dias y un ciclo vegetativo de 220

dias (Moriconi et al., 1991). Son clones de alto requerimiento de fri6 y fotoperiodo largo.

Las plantas son generalmente semirrectas cuando adultas, de desarrollo medio, con hojas
de ancho intermedio a angostas. Los bulbos son medianos a grandes, bien formados de
color externo blanco cuando seco, pero de dientes colorados con tintes violaceos o

purpuras. Burba, (1991); citado por Quezada, (1999).

Tres Universidades de los departamentos productores en estudio estan ligadas a la
investigacion, sin embargo es la Universidad Auténoma Juan Misael Saracho, de Tarija, la
que cuenta actualmente con un programa de investigacion, destinado a la produccién de
semilla prebasica de ajo, mediante el cultivo in vitro de las principales variedades de ajo
producidas en la zona e Iscayachi (Colorado mendocino, y Colorado criollo de Iscayachi)
(MACIA, 2003).

2.3.2 Ecotipo Rosado de ltalia.

Burba, (1991); citado por Quezada, (1999), sefala que: Son clones de corta dormancia y
ciclo vegetativo corto con medianos a bajos requerimientos de frid y moderada necesidad
de fotoperiodo largo. Las plantas son generalmente erectas, de hojas anchas y color
verde intenso que no manifiestan externamente escapo floral, pero si, dientes laterales
apoyados en la misma. Los bulbos son medianos y presentan gran numero de dientes

irregulares de color rosado claro o violaceo.

2.4  Fisiologia.

2.4.1 Desarrollo y crecimiento.
Vigliola (1986), cita los siguientes puntos:

a) La hoja de brotacion crece a través de la hoja de reserva; en su interior también lo
hacen las hojas del follaje.

b) Del tallo emergen las raices, que pueden desarrollarse antes segun la humedad del
ambiente.

c) La hoja de brotacién emerge por la parte superior del diente, crece hasta llegar a la
superficie; posteriormente las hojas de follaje la atraviesan.

d) La hoja de reserva practicamente ha sido consumida; ésta y la hoja de brotacion

desapareceran con el tiempo.
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La madurez se conoce por el cambio de color de las hojas y el falso tallo, existiendo
diversos criterios, ya sea la presencia de soélo dos o tres hojas nuevas verdes, o la flexion
de la planta para realizar la cosecha del cultivo. Cuando se trata de ajo para semilla, y
siempre que las condiciones lo permitan, la cosecha debera efectuarse a madurez plena,
es decir, cuando la planta no s6lo se pone amarilla sino que se seca, garantizando el
traslado de todos los productos de sintesis al bulbo (Burba, 1992; Giaconi, 1993). El
curado es la etapa posterior, que consiste en someter a los bulbos a temperaturas
entre 25 —-30°C de cuatro a siete dias al sol y humedad relativa entre
60 - 70 % (Burba, 1992).

2.4.2 Bulbificacion.
El mismo autor senala:

- Las yemas axilares de las hojas centrales comienzan a acumular sustancias de
reserva en una de las hojuelas (de reserva).

- El crecimiento de las hojas se detiene y posteriormente se tornan amarillentas.

- Por debajo del “diente” se encuentra una zona de abscisidbn por la cual se

independizara de la planta madre.

2.6.3 Dormancia.

Medina (1990), indica que la dormancia en el ajo, puede ser conceptuada como una forma
de reposo, por cuanto es un estado dinamico en el cual el crecimiento de la hoja de brote,
se halla temporalmente suspendido, ocurriendo sin embargo cambios bioquimicos lentos,

graduales pero permanentes.

El concepto mas generalizado, define a la dormicion como el estado en el cual el
crecimiento esta temporalmente suspendido. No se habla de reposo, porque en la practica
es un proceso dinamico de cambios graduales y permanentes. La etapa final de la
bulbificacién, coincide con la induccion del periodo de dormicidon, que esta asociado a
bajos niveles de auxinas y giberelinas y alto nivel de inhibidores como el acido abscisico

(ABA) y otros muy solubles en agua (Stahlschmidt, 1991).
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El proceso de dormicion en el "diente semilla™ esta localizado en la hoja de reserva. Dicho
periodo esta regulado por factores hormonales, nutricionales, morfoldgicos e inclusive de
tipo mecanico. Cabe destacar, ademas, que el inicio del proceso de dormicidon comienza

en el cultivo coincidiendo con la diferenciacion del diente axilar (Arguello, 1991).

2.7 Composicion quimica.

El ajo posee un alto contenido calérico: 114 kcal por cada 100 gr, sus componentes
mayoritarios son el agua, los hidratos de carbono (24,3%) y la fibra (1,2%), y en
menor proporcion, contiene proteinas (5,3%), grasas (0,23%) y minerales como cinc
(1,1 mg/100 g), fésforo (134 mg), calcio (17,8 mg) y hierro (1,2 mg), y algunas vitaminas,
entre las que destaca la vitamina C (14 mg) y en menor cantidad B1 (0,16 mg),
B2 (0,02 mg)y vitamina A (MINAG, 1983).

El aroma caracteristico del ajo se debe a una reacciéon enzimatica que se lleva a cabo
cuando los bulbillos son cortados, machacados o triturados. Cuando un diente esta intacto,
contiene principalmente alliina (sulféxido de S-alil-cisteina). Al machacarlo, la enzima
llamada alinasa o S- alquil - cisteina - sulféxidasa, que esta presente en el ajo, actua
transformando la alliina en alicina y ésta, al oxidarse, da lugar al disulfuro

de dialilo que es el compuesto basico del olor y sabor en el ajo (Mendiola, 2001).
2.8 Requerimientos del cultivo.

El ajo es una planta bianual, se considera como una de las hortalizas mas resistentes al
fri6. Tompson y Nelly (1959); citados por Valadez (1993), reportan que necesita
temperaturas frescas (15 °C) y fotoperiodos cortos (menos de 10 horas) para su desarrollo
vegetativo, y que para la formacion del bulbo debe haber temperaturas ambientes

mayores a 20 °C y dias largos (mas de 12 horas).

Este cultivo requiere clima fresco a frio durante el desarrollo inicial y caluroso y luminoso
desde que comienza a formarse el bulbo hasta la cosecha. Cuando la planta no ha estado
sujeta a bajas temperaturas, esto puede traducirse en que el bulbo no se forme, aun
cuando los dias sean largos; con temperaturas medias diarias muy proximas o por debajo
de los 21°C durante 40 dias se obtienen los mejores rendimientos, pero cuando el
descenso de las mismas ocurre durante los primeros 30 dias de la plantacion
o 70 dias después de la siembra los rendimientos disminuyen considerablemente
(Giaconi, 1993).
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2.6.1 Requerimiento de suelo.

Requiere para su cultivo suelos profundos y fértiles, de consistencia media, permeables,
con una proporcion equilibrada de Nitrégeno (N), Fésforo (P) y Potasio (K). Los riegos
tienen gran importancia, ya que interactuan con otros factores, tales como los
bioclimaticos y la fertilizacidn, por lo que para lograr un crecimiento satisfactorio y una
produccion aceptable es conveniente mantener el suelo practicamente a capacidad de

campo durante todo el periodo (Giaconi et al., 1993).

La regulacién de un adecuado régimen hidrico, durante el crecimiento y desarrollo del ajo,
contribuye a la obtencion de bulbos de mayor tamafio y mejor formado. Durante la etapa
de formacién de follaje, la planta no debe carecer de humedad. Pero en la etapa de
formacion de las yemas, la humedad del suelo debe ser media. Una alta humedad en este
periodo, puede estimular el crecimiento, debido a que las yemas recién formadas pueden

germinar en lugar de convertirse en dientes normales (Huerres y Caraballo, 1991).

Se debe evitar suelos arcillosos y compactos, recomendandose los limosos, organicos y
bien drenados. En cuanto a su pH, el ajo esta clasificado como moderadamente tolerante
a la acidez, siendo su rango de pH = 5.5 — 6.5 (Valadez, 1993). Con respecto a la
salinidad esta clasificado como medianamente tolerante con valores de 4 a 5 mmhos
(2560 a 3200 ppm).

2.7 Plagas y enfermedades.
Las principales enfermedades que atacan al ajo se caracterizan por el ataque de hongos,

nematodos, virus, plagas descritas de la siguiente forma:
2.7.1 Enfermedades causadas por hongos.

a) Roya del ajo y la cebolla (Puccinia porri).
Puede afectar al ajo, puerro, cebolla, apio. Los sintomas de la roya del ajo son muy
llamativos, ya que las pustulas son de color pardo-anaranjado muy brillante si
eliminamos la epidermis. Las esporas son naranjas y brillantes. Una vez que acaba el

ciclo de la enfermedad las pustulas varian a pardo oscuro (Villaroel, 1994).

Siempre y cuando el ataque de roya se produzca cuando el bulbo ya esté formado
carece, entonces, de importancia. Ataques mas precoces pueden llegar a desecar las

hojas, acelerar la maduracion y disminuir los rendimientos.
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Esta enfermedad también puede afectar a otras especies de allium como son la cebolla
y la cebolleta. Los sintomas en las hojas son puntos pequefos blancos que se tornan a
amarillos y mas tarde naranjas y que se convierten en las pustulas llamadas uredinas.
Estas pustulas amarillas producen las esporas, las urediosporas que reinfectan al ajo en
la misma estacién. En largar distancias son diseminados por el viento. Las pustulas se
vuelven negras, ya que se transforman en telios que contienen teliosporas, estado que
le permite sobrevivir largos periodos de tiempo y que sirven de fuente de indculo para
las infecciones de cosechas sucesivas. Las hojas pueden infectarse tan gravemente que

parezcan casi anaranjadas por completo.

b) Podredumbre blanca (Sclerotium cepivorum)

Pudricion blanca, ocasionada por el hongo Sclerotium cepivorum también de alta
incidencia en algunas parcelas de las zonas de estudio y que puede mantenerse en el
suelo hasta 10 anos en ausencia de alliaceas. De acuerdo al estudio del PRODIZAVAT,
se detecto la presencia de este patogeno en el 40 % de las muestras de cultivos en la
zona de Iscayachi y el 67 % en la zona de Churqui y Noquera. Debemos mencionar que
si bien esta enfermedad no esta diseminada en todas las zonas en estudio, si existen
focos importantes en la mayoria de las comunidades dedicadas a la produccién de Ajo o
cebolla (MACIA, 2003).

Tanto Sclerotium cepivorum y Ditylenchus dipsaci K. son las principales causas de
perdidas importantes de rendimientos en la zona de producciéon de ajo, que ademas
actuan sinérgicamente, atacando inicialmente el nematodo que abre las puertas para la
entrada. Su sintoma es la podredumbre basal blanca; si el ataque es tardio puede
pasar inadvertido en la cosecha y desarrollarse posteriormente, aun cuando el ajo se
conserve en camaras frigorificas. Es dificil el control, recomendandose ademas de
tratamientos con agroquimicos, las siguientes practicas complementarias: erradicacion
de toda planta con sintomatologia, destruccién del rastrojo, rotaciéon con otros cultivos,
no con lilidceas., evitar encharcamiento del hongo S. cepivorum. El principal vehiculo de
diseminacién de estas enfermedades es el intercambio de semillas infectadas
(MACIA, 2003).
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c) Raiz rosada (Pyrenochaeta terrestris)

Mediante reportes de técnicos que trabajaron en comunidades de Tupiza, e informes de
analisis fitopatoldgicos de la Universidad Autonoma Juan Misael Saracho de Tarija,
podemos constatar una creciente presencia de la enfermedad “Raiz rosada” causada
por el hongo Phoma terrestris (Syn: Pyrenochaeta terrestris) en varias parcelas de las
comunidades, esto como resultado del intercambio de semillas que se realiza sin ningun
tipo de control. El control de estos patdégenos debera ser un fin comun, y basados en el

uso de semillas sanas, desinfeccion de semillas y rotacion de cultivos (MACIA, 2003).

Ataca las raices, las cuales se deshidratan, se acintan y mueren, tomando generalmente
un color rojizo caracteristico. La planta vuelve a formar raices. La enfermedad se
presenta en cualquier momento de desarrollo del cultivo. Al afectar el sistema radical, se
reduce el suministro de nutrientes, la planta se debilita y produce un bulbo mas
pequeno. En algunos casos el follaje se presenta amarillento, principalmente en las

hojas basales.

d) Ajo cabeza negra (Helmintosporium allii )
Luego con niveles de incidencia medios se detectd en las diferentes zonas de estudio
los hongos Helminthosporium allii que provoca la cabeza negra del Ajo con manchas en

las catéfilas externas descartando el bulbo para la exportaciéon (MACIA, 2003).

Las catéfilas externas que cubren al bulbo y bulbillo se presentan oscuras, debido al
desarrollo de esporas del hongo. Comunmente afecta sdlo las catéfilas protectoras, pero
también se ha detectado invadiendo los tejidos carnosos del bulbillo durante las
primeras etapas de crecimiento del cultivo.En este caso, las plantas jovenes muestran
sintomas de debilitamiento y clorosis. En el pseudotallo, a nivel de la superficie del
suelo, la enfermedad provoca manchas irregulares extendidas y oscuras, debido a que

se cubren con fructificaciones conidiales del hongo.

e) Mancha herrumbre (Fusarium oxisporium. sp. cepae)

Enfermedad que también causa pérdidas de emergencia y muerte de plantas. Para el
control de estas enfermedades también se recomienda la seleccion de bulbillos vy
desinfeccion de semilla (MACIA, 2003).
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Se manifiesta en tunicas carnosas del bulbillo y en la zona del disco, por pequenas
lesiones o pustulas castano rojizo o color herrumbre que pueden distribuirse en toda la
superficie del “diente” en numero variable. Posteriormente, la mancha se deprime en el
centro y forma un borde ligeramente elevado. A medida que la enfermedad progresa, el
micelio del patégeno puede invadir gran parte del bulbillo, que se torna parduzco, al

tiempo que se deshidrata, produciendo una podredumbre seca.

f) Moho azul (Penicillium corymbiferum)

Se detecto la presencia generalizada del Moho azul, ocasionado por el hongo
Penicillium corymbiferum, sin embargo esta es una enfermedad ubiquiste, presente en
todas las zonas del mundo donde se cultive ajo, que puede tener alta significancia en la
perdida de emergencia de las plantas, muerte de plantas en el desarrollo del cultivo y
pudriciones en poscosecha. El control de esta enfermedad se lo realiza mediante la

seleccién de bulbillos sanos y la desinfeccion de semilla (MACIA, 2003).

Afecta en las diferentes etapas de desarrollo del ajo y en almacenamiento. Los sintomas
se caracterizan por el desarrollo de un moho o polvillo azul verdoso en los bulbillos, que
aparece sobre lesiones necréticas. Estas lesiones son de color café claro, hundidas y
son visibles al sacar la tunica protectora. El dafio en los bulbos afectados se presenta
como una deshidratacion. Después de la plantacion la enfermedad se manifiesta en
forma de pudricién, por lo que algunas plantas no llegan a emerger. Las que lo logran
muestran amarillez generalizada, escaso desarrollo y marchites. Finalmente, parte de
ellas mueren y otras ven disminuido su rendimiento. El hongo sobrevive en los bulbos
almacenados, siendo estos la principal fuente de infeccion, ya que P. hirsutum no habita
en el suelo. Para su control se recomienda Efectuar un buen curado de los bulbos, evitar
heridas durante el proceso de desgrane de los bulbos, tratar con fungicidas como
Thiabendazol+ Thiuram Mertect 40wp + Pomarsol Forte 80% WP 200 g + 300g
(Villaroel, 1994).
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2.7.2 Enfermedades causadas por nematodos.
a) Nematodo del tallo y bulbos (Ditylenchus dipsaci)

Endoparasito migratorio que se alimenta en el tejido parenquimoso, en tallos y bulbos.
Los machos y las hembras son vermiformes los adultos miden de 0.9 a 1.8 mm de largo
la semilla infestada pierde su color natural desde la base a la punta y cuando la
infestacidon es severa el tallo verdadero se ve carcomido. Los bulbos presentan su base
necrosada y aspecto corchoso. Las plantas atacadas, presentan un menor desarrollo y
al tirarlas de las hojas, parte del tallo queda en el suelo. Son necesarias temperaturas
superiores a 14 °C para mostrarse activos. El numero de huevos suele ser de 350-600.
La incubacién se realiza con rapidez. Con temperaturas adecuadas el ciclo suele durar
entre 20 y 40 dias. El numero de generaciones suele estar sujeto a las condiciones
ambientales, pudiendo decir que se encuentra entre 4 y 9 generaciones anuales.

La reproduccion puede ser por partenogénesis sexual (Villaroel, 1994).

Escaso desarrollo de las plantas afectadas y en casos graves la muerte de las
mismas. Algunas veces los ataques se localizan en principio a rodales que
posteriormente se extienden a todo el cultivo. Forman “agallas” o “nddulos” en las
raices. Es imprescindible el analisis etologico y ademas antes del cultivo para poder
realizar el tratamiento en condiciones favorables. Las cosechas se reducen mucho en
rendimiento. Se recomienda hacer analisis nematoldgico del suelo y la semilla antes de
plantar. Si el anadlisis es positivo en el suelo, el control a la semilla se debe
complementar con aplicaciones al suelo con Carbodan 10 G o Curaterr 10% GR
(Carbofurano) en dosis de 10 a 30 Kg/ha y Temik 15 G (Aldicard) en dosis de 15 kg/ha
acompanados una buena rotacion de cultivos, intercalando plantas no sensibles.

Eleccion de variedades resistentes (Villaroel, 1994).

Se ha determinado la presencia de nematodos del ajo, Ditylenchus dipsaci, con una alta
incidencia en todas las zonas de produccién de los tres departamentos, debido a que
este nematodo es transmitido mediante la “semilla” de ajo y también esta presente en
otros cultivos de alliaceas como la cebolla y diversos cultivos de cereales. El nematodo
del ajo es una de las principales enfermedades del ajo que puede diezmar totalmente la

cosecha, dependiendo la poblacion de individuos en el suelo.
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De acuerdo a estudios realizados por el PRODIZAVAT existe una alta poblacion de
este patdgeno en las zonas de Churqui y Noquera y aun que menor en la zona de

Iscayachi, este se haya ampliamente difundido (Martinez, 1996).
2.7.3 Enfermedades causadas por insectos plagas.
a) Trips ( Thrips tabaci)

Son especies cosmopolitas que afectan a una serie de cultivos, pero se concentra
principalmente en ajos y cebollas. Los trips se ubican de preferencia en las axilas de las
hojas. El dafio en la planta es causado por las ninfas y los adultos que destruyen las
areas epidérmicas de la planta con su aparato bucal. Como efecto de este dafio, las
hojas presentan una coloracion plateada que luego, al oxidarse, se vuelve amarilla;

casos mas graves producen una deformacion de las hojas (Burba et al., 1992).

La mayoria de las especies de tisandpteros o trips no miden mas de 15 mm en su etapa
adulta; algunas carecen de alas, pero otras tienen dos pares de alas cortas ribeteadas
de pelos. Tanto los adultos como las ninfas tienen piezas bucales perforadoras y
chupadoras. Aunque los tisandpteros polinizan algunas plantas y también se alimentan
de algunas plagas de insectos, son considerados a su vez plagas, se debe proceder a
realizar aplicaciones de insecticidas en horas de la manana o en la tarde, que es cuando

el insecto prefiere salir a comer (Méndez, 1995).
b) Acaros del bulbo (Eriophyes tulipae)

Es de importancia econdmica en la semilla y el almacenamiento de bulbos. Estos
penetran por debajo de la tunica rompiendo los tejidos del diente, cambiando los dientes
de color crema a café mostaza y brillantes (Villaroel, 1994).

c) Moscadel bulbo. (Hylemia antiqua)

Las larvas penetran a los tejidos de los bulbos, asi como a la axila del cuello. Por las

heridas penetran bacterias y provocan pudricién (Villaroel, 1994).
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2.7.4 Enfermedades causadas por virus.

Se cuenta con un estudio de los virus que afectan al Ajo, detectados en la variedad
Colorada criolla de Iscayachi, realizado por Martinez, (1995) donde se indica la reaccion
seroldgica mediante el test de ELISA de los Potyvirus Onion Yellow Dwarf Virus (OYDV) y
Leek Yellow Stripe Virus (LYSV) ambos virus que causan mosaicos y amarillamiento del
ajo con perdidas importantes de rendimientos y wun Carlavirus emparentado

serolégicamente con Carnation Latent Virus (CLV).
a) Potyvirus Onion Yellow Dwarf Virus (OYDV).

Dentro de los Potyvirus se ha detectado el Onionyellow dwarf virus (OYDV) en ajo y en
cebolla, que probablemente sea el virus mas importante del complejo debido a los
graves dafios que causa en la produccion. EI OYDV se encuentra ampliamente
distribuido, se han detectado niveles de infeccidon del 52% en plantas provenientes de
Europa y del 86% de Asia. En la Argentina, el OYDV fue reportado en cebolla y ajo.
Actualmente es poco frecuente en cebolla, pero en ajo estd muy difundido, infectando
todas las areas productoras del pais en porcentajes que varian entre el 33 y 100%.
(Conci, 1997).

b) Leek Yellow Stripe Virus (LYSV)

Ha sido detectado en todos los paises donde se han estudiado los virus de ajo. En
nuestro pais fue encontrado en ajo y en puerro y se identificaron 7 especies de pulgones
como vectores, su presencia ha sido confirmada en todas las regiones productoras del
pais (Martinez, 1995).
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2.8 Biotecnologia vegetal.

Es el area de la ciencia y tecnologia que utiliza organismos vivos o algunas de sus partes
constituyentes, para generar organismos modificados o productos derivados con utilidad
clinica, alimentaria y/o industrial. Tiene como objetivo principal el aumento de la
productividad de los vegetales, lo cual es indispensable para la lograr un incremento en la
produccion de alimentos y otros productos producidos por las plantas. Las investigaciones
se centran en producciones superiores, valor nutritivo mas elevado, plantas mas
resistentes a las condiciones ambientales, plantas resistentes a plagas y enfermedades,

conservacion de la diversidad de las especies (Mendoza, 2007).

De gran importancia para el ajo, es el desarrollo y la aplicacion de la biotecnologia, que
permite establecer un programa de saneamiento, que tiene como objetivo la obtencion de
plantas libres de patdgenos y la posterior propagacion in vitro de las mismas para
aumentar el niumero de individuos a partir de un explante inicial. La micropropagacién de
plantas es sin dudas la mas popular de las aplicaciones del cultivo in vitro, sus bases se
establecieron desde los afios 50 y 60, pero no fue hasta la década del 70, en que se
estableciéo una verdadera industria (Kitto, 1997). Esta técnica, ha trascendido de forma
exitosa de los experimentos a nivel de laboratorio a la aplicacidn practica, es muy valiosa
en plantas con una produccién pobre de propagulos, asi como una propagacion vegetativa

insuficiente (Jiménez, 1998).
2.8.1 Establecimiento de cultivos in vitro.

Consiste esencialmente en aislar una porciéon de la planta (explante) y proporcionarle
artificialmente las condiciones fisicas, quimicas apropiadas para que las células expresen
su potencial intrinseco, logrando de esta forma desarrollarse en condiciones artificiales y

asépticas (Bonga, 1982).
Segun, Rosell y Villalobos, (1990).El cultivo de tejidos vegetales tiene dos aspectos

fundamentales que son:

1. El aislamiento de fragmentos de tejidos u drganos (explantes) de una planta
completa.
2. Proveer a estos explantes, de un medio ambiente apropiado que permita expresar su

capacidad morfogenética

33



Al respecto Hartmann y Kester, (1995) indican que el cultivo de tejidos esta enfocado
especialmente a la obtencién de plantas libres de patégenos y enfermedades, propagacion
masiva de algunas especies de interés econdmico y bioldgico, cultivo de diversos 6rganos,
y tejidos como (meristemos, callos, ovulos, anteras y protoplastos) asi como la fusion de
los ultimos y la regeneracion de plantas a partir de éstos, lo cual permite realizar estudios
de diferentes fendmenos morfogenéticos que por otros medios serian imposibles de

realizar.

Aun cuando es dificil determinar un punto de partida en el origen del cultivo de tejidos,
importantes antecedentes se remontan a los afios 1838 y 1839, en que los bidlogos
alemanes Shleiden y Schwann, dejaban implicitamente el concepto de totipotencia de las
células, a través de la teoria celular, la cual explicaba la complejidad de los organismos
celulares sugiriendo que cada célula es una unidad independiente capaz de formar un
organismo completo si se le pone en condiciones favorables (Smith, 1992). Todas las
técnicas del cultivo in vitro se sustentan en el principio de la totipotencia, la cual establece
que, las células son autosuficientes y que en principio son capaces de regenerar una

planta completa (Schwann, 1838; citado por Pierik, 1990).

2.8.2 Cultivo de meristemos.

El concepto original de cultivo de tejidos vegetales se ha extendido, abarcando ademas, el
cultivo aséptico de células y organos, por lo tanto, el término cultivo de tejidos in vitro
comprende un heterogéneo grupo de técnicas mediante las cuales un explante se cultiva
asépticamente en un medio quimicamente definido y bajo condiciones ambientales

controladas (Jiménez, 1998).

Constituye dentro de la biotecnologia, la técnica que mayor aporte practico ha brindado.

Sus aplicaciones segun diferentes autores (Jiménez, 1998) son:

e Saneamiento y micropropagacion de plantas con interés
economico y comercial.

= Mejoramiento genético.

= Conservacion e intercambio de germoplasma.

= Obtencién de haploides y lineas isogénicas.

e Produccion de metabolitos secundarios.
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« Crioconservacion.
e Cultivo de células y protoplastos.
= Semilla artificial.

= Ingenieria genética.

Al respecto Hurtado y Merino (1991), afirman que la aplicacion de cultivo de tejidos
vegetales en diferentes areas de la investigacion, se enfoco especialmente a la obtencion
de plantas libres de patdégenos y enfermedades, propagaciéon masiva de algunas especies
de interés econdémico y bioldgico, cultivo de diversos 6rganos y tejidos como meristemos,
callo, 6vulo, ovarios, anteras y protoplastos, asi como la fusion de los ultimos y la

regeneracion de plantas a partir de estos.

Darias (1993), sefala que la técnica de cultivo de meristemos, es fundamental por el
hecho de que, la distribucién de los virus en los tejidos de las plantas infectadas no es
uniforme, y su concentracioén tienden a disminuir progresivamente hacia el apice de tallo
por lo tanto, las probabilidades de que en las células del meristemo apical, se encuentre
un menor numero de particulas virales o estén libres de estas son mayores, que en los
tejidos mas diferenciados de las plantas. Es por ello que el cultivo de meristemos o
apices, es una técnica ampliamente utilizada en la obtencion de plantas libres de
enfermedades, conservacion de germoplasma y en la propagacién de semilla de alta

calidad.

Pérez (1998), sugiere como tamano oOptimo de meristemo entre 0.2 y 1 mm, pero
realmente el tamafo a utilizar esta en dependencia de los objetivos que se persigan .El
tamano de los meristemos es directamente proporcional a su regeneracion y crecimiento
posterior in vitro, en la medida que se aumenta el tamafo, se incrementa los valores de
regeneracion, pero su relacion con la tasa de sanidad es inversa. De forma general el
riesgo de aparicion de patégenos en los tejidos vegetales aumenta con el incremento de
tamano de los explantes iniciales, sin embargo en estudios comparativos con tres tamanos
de meristemos, para el saneamiento al virus del enrollamiento de la hoja en papa (PRLV).

no se puso de manifiesto esta relacion, cuando se trabajo con un tamano de 0.9 a 1.5 mm.
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2.8.2.1 Tejidos meristematicos.

(Del griego meristos= divisible) Llamados también tejidos de formacion (forman tejidos
adultos o definitivos) o embrionarios por que la primera célula meristematica es la célula
huevo o zigoto que por divisiones sucesivas forman nuevas células y luego el embrion.
Las células meristematicas se caracterizan por ser de tamafno reducido, izodiametrales,
de pared primaria muy delgada abundante citoplasma y nucleo grande. Presentan
plastidios en forma de protoplastidios. Tienen ausencia de inclusiones ergasticas. Sus
vacuolas estan en formacién “vacuoma”; Mientras mas grande es la célula meristematica

mayor el numero de vacuolas. (Rodriguez, 1983).

Segun Conci (1993), la razén principal por la cual las células meristematicas son
indemnes a los virus es que el meristemo carece de tejidos vasculares, los virus son
rapidamente transportados a lo largo de toda la planta por el floema y asi se distribuyen
sistémicamente. Los meristemos no tienen tejido vascular formado, por lo tanto, el avance

es solamente a través del movimiento célula a célula.

De acuerdo a Conci (1993), existen otros factores como ser:

a) El meristemo apical tiene una mayor velocidad de crecimiento y en consecuencia el

virus "no alcanza" al meristemo.

b) En una célula meristematica el virus tiene mayor dificultad de acoplamiento con los

ribosomas, debido a que estas células tienen un codigo de trabajo muy definido.
c) Existe una competencia por uso de algunos metabolitos entre células y virus.

d) Los virus en la planta no estan uniformemente distribuidos. En las infecciones
sistémicas algunos estan limitados al floema o a pocas células parenquimaticas

adyacentes; otros involucran a todas, o casi todas, las células de la planta.

El tamafo 6ptimo a utilizar se decide tomando en cuenta dos factores: tamafio éptimo para
la liberacion del virus y tamafio 6ptimo para facilitar el cultivo. Existe una mayor posibilidad
de obtener plantas libres de virus si s6lo se aisla el meristemo, pero la posibilidad de que
el meristemo sobreviva sin primordios foliares es muy pequefa. Por otro lado, utilizar
meristemos mas grandes (con mas primordios foliares) hace que la probabilidad de
obtener plantas libres de virus sea pequefia, de manera general se puede decir que los
meristemos apicales tienen mas probabilidad de estar libres de virus que los meristemos
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axilares, y que si los meristemos provienen de una planta en plena actividad hay mayor

probabilidad de obtener plantas libres de virus (Pérez ,1998).
2.8.3 Micropropagacion in vitro.

La palabra micropropagacion, se utilizé para designar varias de las técnicas utilizadas en
la multiplicacién in vitro, y se define como cualquier procedimiento aséptico que
comprenda la manipulacion en plantas, érganos, tejidos o células que produzcan
poblaciones de plantulas, que permitan el desvio tanto del proceso sexual normal como de
la propagacion vegetativa no aséptica que se practica convencionalmente (Hartmann y
Kester, 1968; citado por Jiménez, 1999).

Por otro lado Jiménez (1999), senala que la técnica de micropropagacion consiste en
tomar células de la planta, preferiblemente meristemos, que se encuentran en las yemas
apicales para luego programar esa célula para que forme tallos. Luego, multiplicar esos
tallos. La micropropagacién permite la reproduccién de miles de plantas por metro
cuadrado vy tiene la ventaja de, si el ejemplar madre es sano, todas las plantas que se
originen a partir de él, son sanas, ya son genéticamente similares. Esto asegura la
homogeneidad de la produccion. Una vez se define la cantidad de plantas que necesita, se
cambia las condiciones hormonales para que forme raiz y una vez que la planta esta

completa y que puede absorber nutrientes por la raiz, se la traslada al invernadero.

2.9.4 Fases de la micropropagacion.
2.8.4.1 Etapa preparativa.

En esta etapa se incluye la seleccion de la planta donadora y una serie de
pre - tratamientos en condiciones higiénicas controladas, cuyo objetivo es mejorar la
eficiencia en la implantacion y el desarrollo posterior de los cultivos in vitro, al mismo
tiempo es importante e indispensable para el desarrollo de un esquema de
micropropagacion eficiente y repetible. Tiene una marcada influencia sobre la calidad
posterior de las plantas resultantes del proceso, tanto desde el punto de vista sanitario,
fisiologico, como genético (Jiménez, 1999).
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a) Seleccion del explante.

Practicamente se puede utilizar cualquier porcion o parte de la planta; para iniciar los
trabajos de cultivo in vitro en primera instancia dicha seleccion esta determinada por el
objetivo perseguido y la especie vegetal que se trate. Generalmente, se emplean
plantas sanas y vigorosas y dentro de éstas, las zonas que se encuentran en activa
division, como los meristemos. Las plantas jovenes son las que aportan los explantes
mas reactivos, ya que la potencialidad disminuye con la edad y el tamafio del explante,
es otro aspecto que se debe tener en cuenta, pues la dificultad para iniciar un cultivo

aumenta con su disminucion (Mroginski, 1991).

La constitucion genética de la planta donadora o planta madre es el principal factor
relacionado con la frecuencia de variantes somaclonales resultante del proceso de
propagacion, por lo que debe asegurarse de que el material provenga de una
adecuada seleccion clonal en un estado de crecimiento activo, vigoroso vy
sano (Darias, 1993).

También la edad fisiolégica del explante influye en la morfogénesis, mientras mas
joven y menos diferenciado esté el tejido que se va a sembrar, mejor sera la respuesta

in vitro (Roca y Mroginski, 1991).

2.8.4.2 Etapade establecimiento.

La funcion de esta fase es establecer un explante estéril en un medio de cultivo, entre los
factores que pueden afectar al establecimiento esta, la seleccion del explante, eliminacién

de la contaminacion, y las condiciones del medio nutritivo (Hartmann y Kester, 1995).

En general ocurre primero un aumento del tamafno y luego el tejido puede ir adquiriendo
lentamente pigmentacion verde. Posteriormente iran desarrollandose brotes o plantas

completas a partir de las cuales pueden obtenerse yemas axilares (Conci, 1993).

a) Explante.
Se puede utilizar gran variedad de explantes para el establecimiento in vitro, pero
los meristemos apicales y axilares han sido empleados con éxito en una amplia gama

de especies (Roca y Mroginski, 1991).
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Los materiales que demuestran tener mayor capacidad regenerativa son los obtenidos
de tejidos meristematicos jovenes, sean yemas axilares o adventicias, embriones o
semillas en plantas herbaceas y aquellos tejidos meristematicos que determinan el
crecimiento en grosor, como el cambium en las plantas lefiosas. En este sentido, es
importante sefalar que el empleo de yemas adventicias (también llamadas yemas
formadas de novo) estd asociado con una mayor probabilidad de ocurrencia de
variantes somaclonales respecto de los sistemas de propagacion, basados en la
regeneracion a partir de yemas axilares o embriones somaticos. El éxito esta
determinado por la edad de la planta donante, la edad fisiolégica, el estado de

desarrollo y el tamafio del explanto (Olmos, 1993).

b) Desinfeccion del explante.

La contaminacién por microorganismos provoca cuantiosas pérdidas en la propagacion
masiva de plantas y hace ineficientes econdmicamente muchos procesos. Existen
formas para controlar la contaminacion, pero es necesario conocer los

microorganismos Yy las fuentes que lo inducen (Alvarado et al., 1998).

Diversos compuestos quimicos se utilizan para desinfectar superficialmente los
explantes, se emplean con mayor frecuencia el etanol (70 % v/v) y el hipoclorito de
sodio (1-3 % v/v) y con menor frecuencia se utilizan el hipoclorito de calcio (6-12 % v/v)
y el bicloruro de mercurio (0.1-1.25 % v/v), aunque con este compuesto por lo general
se obtienen mejores resultados, es altamente téxico y no se remueve con facilidad del
explante. Conjuntamente con los desinfectantes se pueden afiadir algunas gotas de
Tween 20 para reducir la tension superficial y eliminar las burbujas que se forman en la

superficie y cavidades del explante (Margara, 1988; Jiménez, 1998).

Los desinfectantes mas usados son el hipoclorito de sodio (NaClO) hipoclorito de calcio
Ca(ClO), , peroxido de hidrégeno (H.O) , etanol (C, Hs OH). Los tres primeros se
emplean en una concentracién de 1 a 3 %(v/v) en tiempos de 10 a 20 minutos, el

etanol se usa por lo general al 70% (v/v) durante 30 segundos (Jiménez, 1999).

No obstante, las concentraciones del agente esterilizante y la duracion, se deben

escoger en funcion de minimizar los dafnos para los explantes, y se debe tener en
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cuenta la especie vegetal y tipo de explante, ya que no existe un procedimiento unico
(Margara, 1988; Roca, 1991; Mroginski, 1991).

Después de aplicar los desinfectantes, los explantes se deben enjuagar varias veces

con agua destilada estéril (Jiménez, 1999).

Segun Serrano (1993), una vez desinfectado el material vegetal que se va a utilizar
como fuente de explante, resulta muy importante evaluar su crecimiento posterior, ya
que los vapores del cloro pueden afectar las capas celulares externas y necrosarlas
porque penetran profundamente y, aunque por lo general, se obtiene una buena
desinfeccién, también pueden afectar los tejidos internos y darse el caso que el
tratamiento utilizado para la desinfeccion del explante sea efectivo, pero afecte el

crecimiento del explante.

Algunos patégenos permanecen latentes y se expresan cuando son transferidos a un
medio de cultivo nuevo. En general, estos patégenos incluyen los patégenos
superficiales del material vegetal, los patdgenos enddgenos y los patdégenos propios

del manejo en laboratorio (Olmos, 1993).

2.8.4.3 Etapa de multiplicacion.

Es la etapa de produccion del mayor numero posible de propagulos a partir de los
explantes establecidos. Se Induce la proliferacion de brotes que son separados vy
cultivados en medios frescos para inducir nuevos brotes, hasta lograr el numero de

plantas deseado (Jiménez, 1999).

El método de proliferacion de yemas adventicias y axilares es mas favorable debido a
que ofrece alta proporcion en la produccion de clones genéticamente uniformes. Plantas
de ajo cultivadas por medio del cultivo de callos, son generalmente heterogéneas a
causa de la inestabilidad genética de las células de callos en cultivos de largo
periodo (Bhojwani, 1980).

De acuerdo con Olmos (1993), el objetivo de esta etapa es mantener y aumentar la
cantidad de brotes para los nuevos ciclos de multiplicacidn sucesivos y poder destinar
parte de ellos a la siguiente etapa de produccidén (enraizamiento, bulbificacion, etc.). Es
importante sefialar que en esta etapa, cualquiera que sea la via de regeneracion

empleada, es conveniente evitar la formacién de callo para disminuir el riesgo de variacion
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somaclonal. En esta etapa, los medios de cultivo, los reguladores de crecimiento como
auxinas, citocininas y acido giberélico y las condiciones de crecimiento juegan un papel
critico sobre la multiplicacion clonal de los explantos. Ambas vias de regeneracion,
organogenesis y embriogénesis, pueden darse en forma directa o indirecta. Esta ultima
implica la formacion de callo. En general, la organogénesis conduce a la produccién de
vastagos unipolares que enraizan en etapas sucesivas, mientras que por embriogénesis
somatica se forman embriones bipolares a través de etapas ontogénicas similares a la
embriogénesis cigoética. La organogénesis puede darse por induccién de yemas axilares o
adventicias. La induccion de yemas axilares comprende la multiplicacion de yemas
preformadas, usualmente sin formacion de callo. La induccion de yemas adventicias
comprende la induccién de tejido meristematico localizado mediante un tratamiento con
reguladores de crecimiento, conduciendo a la diferenciacién del primordio y desarrollo del
vastago, esto ultimo generalmente en ausencia del regulador de crecimiento que indujo la

organogeénesis.

2.8.4.4 Etapa de microbulbificacion.

La propagaciéon in vitro del ajo se realiza por vitroplantas y microbulbos. Este ultimo
proporciona un medio ideal para producir y conservar material limpio, que puede permitir el
inicio de programas de produccion de "semillas" certificadas (Patena et al., 1998). No
obstante, el éxito en la bulbificacion, depende altamente de la concentracion de los
reguladores de crecimiento, y de sacarosa, lo que implica la transferencia a numerosos
medios de cultivo con diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento y

concentraciones de carbohidratos (Mohamed et al., 1995).

La principal variacion en los medios de bulbificacién es el aumento en la concentracion de
sacarosa, de esta forma se aumenta el estrés hidrico por aumento del potencial osmético

del medio de cultivo, este estrés induce el proceso de microbulbificacion (Quezada, 1999).

La FAO (1991), plantea, que los microbulbillos de ajo que se obtienen por cultivo in vitro
poseen gran variabilidad de tamafno, que puede ser definido por su diametro transversal o
por su peso unitario, existiendo una alta correlacién exponencial entre ambos parametros.
Agrega, que los microbulbillos mayores de 4 mm tienen mayor posibilidad de implantarse,
crecer y formar minibulbillos de 10-25 mm de diametro. Plantea también, que la

produccion de semilla basica debe realizarse inicialmente en condiciones protegidas y
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posteriormente en zonas aisladas para evitar la reinfecciéon de los materiales en poco

tiempo.

De acuerdo con Racca (1989), la microbulbificacion in vitro de cultivares promisorios
constituye un avance tecnologico que no solo facilita la transferencia a tierra de los
materiales micropropagados sino también es util en los intercambios de
germoplasma. Los microbulbillos son estructuras viables, inducidas in vitro, bajo estrés

fisiologico o mediante el uso de reguladores de crecimiento.

2.9 Medio nutritivo de cultivo.

Segun Teran (1997); las plantas para su crecimiento y desarrollo, necesitan tomar del
suelo cantidades importantes de macro y micro nutrientes. Los medios de cultivo de tejidos
vegetales y células vegetales, contiene estos elementos, pero ademas poseen fuentes de

carbono, vitaminas, aminoacidos y reguladores de crecimiento.

El medio de cultivo sintético le debe propiciar al explante (células, tejidos u érganos) los
requerimientos nutricionales esenciales en proporcion y dosis especificas (Smith, 1992).
Su efectividad depende tanto de los ingredientes basicos, como del pH del medio y del

agente solidificante (Margara, 1988).

Para el cultivo de meristemos y apices no existe un medio universal, sin embargo el medio
MS basal propuesto por Murashige y Skoog (1962), con algunas modificaciones en sus
ingredientes ha sido el mas frecuentemente utilizado en la mayoria de las especies
propagadas in vitro. También se han empleado pero con menor frecuencia el Wh
(White, 1943), B5 (Gamborg et al.,, 1968), BDS (Dunstan y Short, 1977) citados
por Mroginski (1991).

Pérez (1998), menciona que el empleo de sustancias quimicas con calidad no reactivo
como componente de los medios de cultivo, ha sido investigado por varios autores entre
ellos Orellana (1995), realiz6 trabajos en la micropropagacién de bananos, cafa de azucar
y papa, sustituyendo el nitrato de potasio (KNO3), nitrato de amonio (NH4NO3) y sulfato de
magnesio (MgSO, 7H,0), los cuales no afectaron el desarrollo de los explantes ni el
coeficiente de proliferacién durante la multiplicacion ni el desarrollo de las vitroplantas y
raices, permitiendo una notable reduccién de los costos de las vitroplantas ya que el costo

de estas sustancias permitié bajar el 80% del costo de los de calidad reactivo.
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Los reguladores del crecimiento en pequenas cantidades aumentan, inhiben o modifican
de una u otra forma cualquier proceso fisioldgico del vegetal (Pérez, 1994). Un balance
apropiado entre auxinas y citoquininas es necesario para la formacién de plantas a partir
de meristemos, apices o yemas. Este balance esta determinado por las concentraciones
enddégenas de auxinas y citoquininas presentes en el explante, las cuales dependen de la
especie y del tipo de explante. Se considera que si la relacion auxina/citoquinina en el
medio de cultivo es favorable a la segunda, se favorece la formacion de brotes y lo

contrario promueve el enraizamiento y la callogénesis (Smith, 1992; Dixon, 1994).

Usualmente en los meristemos y apices la citoquinina endégena es baja debido a que el
principal sitio de sintesis son las raices, por lo que la adicion exdgena de citoquininas en
los medios de establecimiento es generalizada, se utilizan en el medio de cultivo a
concentraciones que oscilan entre 0.03-30 mg/L y se ha demostrado su efecto en el

crecimiento y morfogénesis in vitro (Mroginski, 1991; Dixon, 1994).

Al contrario sucede con las auxinas, ya que las zonas de crecimiento activo, los apices y
meristemos que se emplean como material inicial para el cultivo in vitro, son los lugares de
sintesis, se adicionan al medio de cultivo a concentraciones que oscilan entre
0.001- 10 mg/L (Jiménez, 1998). También se han empleado en los medios de cultivo las
giberelinas (GA3), acido abscisico, etileno (Mroginski, 1991) y con mayor frecuencia los
brasinoesteroides y oligosacarinas, que ejercen una accion similar o superior a los
reguladores del crecimiento tradicionales, y ademas, tienen la ventaja
que se adicionan en los medios de cultivo en bajas concentraciones
(Nufez, 1996; Rodriguez et al., 1996; Cabrera et al., 1998).

Mejia (1988), menciona que la mayoria de los medios de cultivo contienen aparte de las
sales minerales; una o mas clases de vitaminas, reguladores de crecimiento,
aminoacidos como estimuladores de crecimiento y, para darle a la planta una buena
estructura, debe poseer una fuente de energia como la sacarosa y un agente solidificante

como el agar.

2.9.1 Sales inorganicas

Los tejidos en cultivo requieren de una fuente de compuestos inorganicos, ademas del

carbono, hidrogeno y oxigeno (Rosell, 1990).
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Las plantas necesitan tomar del medio cantidades relativamente grandes de algunos iones
inorganicos que son los macronutrientes, éstos son indispensables para el crecimiento de
la planta y estan constituidos por nitrogeno, fésforo, calcio, potasio, magnesio, azufre,

cloro y sodio (Mejia, 1988).

Al mismo tiempo, para una adecuada actividad metabdlica, las células requieren de
micronutrientes, los mas esenciales son: Hierro, Manganeso, Zinc, Boro, Cobre, Cobalto y
Molibdeno (Rosell y Villalobos, 1990).

2.9.2 Compuestos organicos
a) Hidratos de carbono.

Son utilizados como fuente de energia y como reguladores osméticos. La sacarosa es
la fuente de carbono mas ampliamente utilizada y se emplea a una concentracion
de 2 - 4%. Ocasionalmente se utilizan otros carbohidratos como la glucosa en cultivos
de monocotiledéneas, asi como la fructuosa, almidon, lactosa, maltosa sorbitol, manitol
y galactosa en otras especies; pero esos compuestos son inferiores a la sacarosa
como fuente de carbono. La sacarosa puede ser sustituida por azucar refinada que

también genera 6ptimos resultados (Gomez, 2002).

b) Hormonas o reguladores de crecimiento.

Se utilizan propiamente cuatro grupos de reguladores de crecimiento:
auxinas, citocininas, giberelinas y acido abscisico. En algunos casos se utiliza el
etileno (Gémez, 2002).

e Auxinas.

Son un grupo de sustancias que controlan el crecimiento de las plantas (a menudo
llamadas hormonas vegetales o fitohormonas). Juegan un papel esencial en la
coordinacion de la mayoria de procesos de crecimiento de la vida de la planta, en
especial en los relacionados con los tallos. Las auxinas determinan el crecimiento de la

planta por alargamiento de sus células, en todos los niveles, desde las células, los
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organos y la planta entera. Su representante mas abundante en la naturaleza es el
acido indolacético (IAA), derivado del aminoacido triptéfano. El precursor de la forma
activa de auxina, el acido indolacético (AlIA) proviene del aminoacido L-triptéfano; el
grupo indol permanece constante, pero para alcanzar la forma de acido indol-acético
debe sufrir una descarboxilaciéon y una desaminacién. Esto puede ocurrir por dos vias.
La primera se da en todas las plantas superiores; el L-Triptéfano transfiere su grupo
amino a una molécula de 2-oxoglutarato, dando glutamato e indol-piruvato. El indol-
piruvato es una molécula muy inestable que no tarda en descarboxilarse. El producto

de esta hormona es el crecimiento (Wikipedia, 2007).

Segun Gomez (2002); las auxinas se sintetizan en apices de tallos jovenes, por lo tanto
tienen efecto en la dominancia apical y formacién de érganos. Tienen movimiento
basipétalo (descendente), estimula la divisién celular tanto en yemas existentes como
en la emergencia de yemas adventicias. Promueve el enraizamiento, tiene efecto en la
sintesis de enzimas del ARN, de proteinas y en la permeabilidad celular. La actividad

de las auxinas en el medio es degradada por las bacterias. Las mas conocidas son:

Acido 3-indolacético............ccceeeeeeeiiiiiiiiiii AIA (Muy termolabil)
Acido 3-indolbutiriCo.........cceeeeieieieee AIB

Acido naftalenacetico..........ccccceeeeeiiiiiiiiiiiiiii, ANA.

Acido 4-clorofenoxiacético............ccccuverieeeieennnnnnnn. CPA.

Acido 2,4-diclorofenoxiacético...........ccoevveveeveneennn.. 2,4-D

Acido 3,6-dicloro-2-metoxibenzdico........................ Dicamba

Acido 2,4,5 triclorofenoxiacético............ccoeeevuerennn.nn 2,45-T

Acido 4 amino-3,5,6-tricloro-2-piridincarboxilico.....Picloram

La concentracion de auxinas utilizadas varia desde 0.1-10 mg/l, siendo el rango mas
empleado el comprendido entre 0.25 - 3 mg/L. La actividad auxinica en células
cultivadas se considera de la siguiente manera: 2,4-D > ANA > AIB >AIlA. Las posibles
respuestas al tratamiento con auxinas son la estimulacion de la produccion de callos
y crecimiento celular, iniciacion de tallos y particularmente raices, induccion de
embriogénesis  somatica, estimulacibn del crecimiento de apices 'y

meristemos (Gémez, 2002).

45


http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_indolac%C3%A9tico

e Citocininas

Fueron descubiertas en la década de 1950 como factores que promueven la
proliferacion celular y mantienen el crecimiento de tejidos vegetales cultivados in vitro.
Poco después de su descubrimiento Skoog y Miller propusieron que la formacion de
organos en las plantas se debe al balance existente entre las citoquininas y las
auxinas. Usando cultivos de tabaco, demostraron que un balance alto de auxinas
favorecia la formacion de raices mientras que un balance alto de citoquininas favorecia
la formacion de tallos. Aparte de su papel como reguladores de la formacion de nuevos
organos, las citoquininas también intervienen en la apertura de estomas, supresion de
la dominancia apical e inhibicidon de la senescencia de las hojas entre otros procesos.
En la célula las citoquininas, en conjuncion con las auxinas, controlan el ciclo celular de
las células vegetales. Concretamente, las citoquininas regulan la entrada de la célula
en la fase G4 tras la mitosis, es decir, determinan el comienzo de un nuevo ciclo al
promover la acumulacion de ciclinas tipo D, que se unen a kinasas dependientes de
ciclinas G4. También controlan la transicion entre las fases G./M, el ultimo punto de
control antes del comienzo de la mitosis. Las citoquininas regulan también la sintesis
de pigmentos fotosintéticos en los cloroplastos junto con otros factores como la luz y el

estado nutricional de la célula (Wikipedia, 2007).

Segun Gémez, (2002); las raices son el principal centro para la biosintesis y son
trastocadas hacia los brotes y hojas (movimiento acropétalo o ascendente). Son muy
importantes por que pueden estimular principalmente la division celular o citocinesis,
induccion en la formacion de tallos y proliferacion de yemas axilares, inhibiciéon de la

formacion de raices. Son derivadas de la adenina y dentro de este grupo estan:

— N8 Bencil aminopUIiNg.........ccooveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, BAP.
- N° Dimetilalil amiNOPUFNG. .......coveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 2iP.
—  N® Furfuril aminopuring..........cocoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees Kinetina.
- N (4-hidroxi, 3-metil, 2-butenil) adenina................... Zeatina.
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La interaccion auxina / citocinina influye sobre el tipo de morfogénesis que ocurrira en
el cultivo de tejidos vegetales dependiendo en gran medida de la relacion y las

concentraciones de auxinas y citocininas presentes en el medio (Gémez, 2002).

e Giberelinas.

Estimula el crecimiento del tallo de las plantas mediante la estimulacion de la division y
elongacion celular, regulan la transicion de la fase juvenil a la fase adulta, influyen en la
iniciacion floral, y en la formacion de flores unisexuales en algunas especies;
promueven el establecimiento y crecimiento del fruto, en casos de que las auxinas no
aumentan el crecimiento, promueven la germinacion de las semillas (ruptura de la
dormicién) y la produccién de enzimas hidroliticas durante la germinacién. Las GAs son
activas y producen respuesta a concentraciones extremadamente bajas. Las
giberelinas incrementan tanto la division como la elongacion celular (incrementa el
numero de células y la longitud de las mismas). Inducen el crecimiento a través de una
alteracion de la distribucion de calcio en los tejidos. Las giberelinas activan genes que
sintetizan ARNm, el cual favorece la sintesis de enzimas hidroliticos, como la a-
amilasa, que desdobla el almidon en azucares, dando asi alimento al organismo
vegetal, y por tanto, haciendo que incremente su longitud. Las GAs regulan el ciclo
celular en los meristemos intercalares, se produce la elongacién celular y luego la
division celular, estando este efecto mediado por una proteina kinasa dependiente de
ciclina (Wikipedia, 2007).

En plantas son sintetizadas en puntos de crecimiento como embriones, meristemas o
tejidos en desarrollo. En la naturaleza existen muchas y se las denomina Giberelina
GA1 GA;......GA4. Muchas se han sintetizado, pero solo dos o tres se encuentran
disponibles en el mercado. El acido giberélico GA; es el mas frecuentemente empleado
en el cultivo in vitro. Tienen efectos similares a las auxinas, pero su distribucion no es
polar, ademas trabajan en los puntos donde las auxinas son inefectivas o inhibidas y
viceversa. Sustancias como Cloromequat (CCC), Carvadan y Ancimidol son conocidos

como antigiberélicos (Gomez, 2002).
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e Acido abscisico

El acido abscisico o ABA es una hormona vegetal cuyo precursor es el isopentenil
difosfato. Este derivado carotenoide tiene dos isémeros cis y trans, interconvertibles
entre ellos en la planta; y dos enantiomeros R-S que no son interconvertibles. La
funcionalidad de esta hormona recae sobre la cadena lateral de cinco carbonos. Se
sintetiza en los plastidios, fundamentalmente en los cloroplastos. Esta hormona vegetal

se puede regular por degradacion, conjugacion, transporte (Wikipedia, 2007).

En las plantas es sintetizado en los plastidios y cloroplastos. Se utiliza en casos muy
especiales. Estimula la sincronizacion durante la embriogénesis en ciertos cultivos, asi
como inhibe el crecimiento, bloqueando el efecto de las auxinas y giberelinas;
promueve el estado de dormancia, inhibe la sintesis del ARN, pero no la del ADN y
promueve el desarrollo de los estomas. La concentracion empleada es de
0.01 - 0.2 mg/L. (Gémez, 2002).

c) Vitaminas.

Segun Olmos, (1998); las vitaminas son necesarias para llevar a cabo una serie de
reacciones cataliticas en el metabolismo y son requeridas en pequefas cantidades,
forman parte de un grupo de compuestos organicos esenciales en el metabolismo y
necesarios para el crecimiento celular y, en general, para el buen funcionamiento del

organismo vegetal. Las vitaminas mas empleadas son:

e Tiamina (Vitamina B1) se afade como tiamina-HCI en cantidades que varian de 0.1
a 30 mg/l. Esta es realmente la unica vitamina esencial para el crecimiento de
células vegetales. Al respecto Gomez (2008), indica que, el extracto de quinua es
utilizado en el cultivo de tejidos por su contenido alto en tiamina (0.840mg), esta
vitamina aporta metabolitos esenciales para el desarrollo fisiolégico y metabdlico de
las vitroplantas.

e Acido nicotinico (Niacina).

e Piridoxina (Vitamina B6): se afiade como piridoxina-HCI.

e Mio-inositol: no es propiamente una vitamina, sino un azucar-alcohol. Tiene un
efecto estimulante sobre la morfogénesis, participando probablemente en la via

biosintética del acido galacturdnico.
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e Acido pantoténico: ayuda al crecimiento y regeneracion de tejidos.

e Acido félico: disminuye la proliferacion de tejido en la oscuridad, mientras que en la
luz la aumenta, esto es debido a que en presencia de luz, es hidrolizado a
acido P-aminobenzoico.

¢ Riboflavina: es inhibidor del crecimiento de raices.

e Vitamina E: ayuda a la formacion de callos que provienen de embriones, y en

cultivos en suspension, ayuda a la viabilidad de células.

d) Aminoéacidos

Los aminoacidos proporcionan una fuente inmediata de nitrogeno al tejido y su
asimilacion puede ser mas rapida que el nitrégeno inorganico proporcionado por el
medio de cultivo. Los aminoacidos también pueden actuar como agentes quelantes. A
continuacién se indican las funciones principales de los aminoacidos en sistemas in
vitro. La glutamina y asparagina son transportadores de nitrogeno; L-arginina estimula
raices; L-serina es empleada en cultivo de microsporas y L-cisteina es un agente
reductor (Rosell y Villalobos, 1990).

e) Materiales inertes de soporte.

Comunmente se ha empleado el agar como un sistema de soporte, para la preparacion
de medios so6lidos o semisolidos, éste presenta las siguientes ventajas:

e Con agua el agar forma geles que se derriten a 100°C y se solidifican a 45°C, es

decir que es un gel estable a todas las temperaturas de incubacion.

¢ No es alterado por enzimas vegetales.

¢ No reacciona con los constituyentes del medio.

e No interfiere con Ila movilizacion de los constituyentes del medio

(Rosell y Villalobos, 1990).

Sin embargo, fisiologicamente no es inerte, ya que es una fuente de cantidades
variables de sustancias inhibidoras o estimulantes del crecimiento. La concentracion
de estas sustancias esta determinada por la calidad del agar. La concentracion usual
de agar que se utiliza es de 6 a 9 g/L medio solido y de 2 a 4 g/L medio semisdlido
(Darias, 1993).
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Algunos factores como la concentracion demasiado elevada de agar, y el tipo, pueden
afectar de forma negativa al crecimiento y desarrollo in vitro (Pierik, 1990).
Terron (1988), sehalan que efectivamente el agar inhibe el crecimiento de algunos

tejidos debido a que ofrece una aireacién insuficiente.

f) Agua.
La calidad del agua es importante ya que constituye el 95% del medio nutritivo, se

recomienda utilizarla destilada o desionizada (Pierik, 1990).

El agua corriente apta para el consumo humano no es lo adecuadamente pura para el
cultivo de plantulas debido a que presenta un alto contenido de minerales, aceites,
oxidos metalicos, productos corrosivos, microorganismos, material organico y sales
disueltas (Rosell y Villalobos, 1990)
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3. LOCALIZACION
3.1. Ubicacion geogréfica.

La presente investigacion sellevd acabo en el Centro de Investigaciones Nucleares
(CIN — Viacha), dependiente del Instituto Boliviano de Ciencia y Tecnologia Nuclear
(IBTEN), el cual se encuentra ubicado a 3858 msnm. a 3 Km de la ciudad de Viacha
y 32 Km. de la ciudad de La Paz. Pertenece a la jurisdiccidon de la primera seccion
de la provincia Ingavi dependiente del municipio de Viacha en el departamento de
La Paz. Geograficamente se ubica entre los paralelos 16°39'25” latitud Sur, y 68°1851”

longitud Oeste.
3.1.1 Caracteristicas climaticas.

Esta zona se caracteriza por presentar una temperatura promedio anual de 10 °C y una
precipitacion pluvial anual de 542 mm la humedad ambiental es de 57.8% .Su clima es
considerado semiarido las especies nativas predominantes en el area son kiswara, thola

y estipa, con suelos de caracter franco limoso — arcilloso.
4. MATERIALES Y METODOS.

4.1 Materiales.

4.1.1 Material vegetal.

Se utilizaron caulobulbillos (dientes de ajo) provenientes de los ecotipos Colorado de
Mendoza o ajo tarijefio y el ecotipo cochabambino Rosado de Italia, ambos debidamente
certificados por las oficinas regionales de semillas en un numero de cuarenta bulbos por

ecotipo en estado de latencia.

a

Figura 1. Ecotipos de ajo en estudio, Colorado de Mendoza (a) y Rosado de Italia (b).
Fuente: Propia, 2008.
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A continuacion en el cuadro 1, se destacan algunos aspectos concernientes a los ecotipos

en estudio.
Cuadro 1. Caracteristicas mas representativas de los ecotipos Colorado de Mendoza
y Rosado de ltalia.
Ecotipo. Ciclo vegetativo| Sabor Olor Color del | Forma del Numero de
(dias) bulbo bulbo dientes / bulbo
(Promedio)
Colorado de 220 (Tardio) Picante Fuerte Colorado a Redondo y
Mendoza rojizo bien formado 9
Rosado de 157 (Corto) Picante Medio Rosado a | Ensanchadoy 12
Italia blanco eclosionado

Fuente: Propia, 2008.

4.1.2 Equipos de laboratorio.

4.1.3

o Agitador eléctrico magnético.

e Autoclave.

e Balanza analitica.

e Camara de flujo laminar de aire.

e Camara germinadora.

e Horno microondas.
e pH metro.

o Refrigerador.

e Temporizador (Control de horas luz - oscuridad).

e Termometro de maximas y minimas.

Material de vidrio.

Matraces erlenmeyer (250, 500 ml)

Pipetas graduadas (4, 10 y 25 ml.).

Frascos de cultivo ("Gerber" 90 x 45 cm.).

Frascos de vidrio para almacenar soluciones (250, 500 ml).
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4.1.4

Placas petri.
Probetas (500, 1000 ml.).

Tubos de cultivo (9,7 x 1,5y 14,7 x 2 cm.).
Vasos de precipitacion (75, 100 y 1000 ml)

Material quimico.

4.1.4.1 Medios de cultivo.

e Sales nutritivas de Murashige y Skoog (1962). (Medios de cultivo. Anexo 1)

e Sales comerciales (Murashige y Skoog modificado). (Medio de cultivo. Anexo 2)

4.1.4.2 Reactivos.

4.1.5

Material de desinfeccion y asepsia.

Acido 3-indolacético (AlA)
Acido clorhidrico (HCL 0,1y 1 N)
Agar-Agar.

Hidréxido de sodio (Na OH 0,1y 1 N)

N® Furfuril aminopurina. (Kinetina)
Nitrato de amonio.(NH4 NO3)
Nitrato de potasio.(KNO3)
Sacarosa.

Sulfato de magnesio(Mg SO,)

Agua destilada esterilizada.
Alcohol etilico.

Formol.

Hipoclorito de sodio.

Jabodn antifungico.

Lavandina.
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4.1.6 Instrumentos e implementos de laboratorio.

e Algododn.

e Bisturi.

e Mechero de alcohol.

e Papel aluminio.

e Pinzas.

e Plastico (Diamond - Plastic Wrap Glad)
¢ Pro pipeta.

e Tijeras.

4.2 Metodologia.

La etapa inicial estuvo comprendida por varios experimentos preliminares, asi como la
preparacion y adecuacion del laboratorio, instrumental y el material vegetal para

posteriormente dividir la investigacion en tres etapas de estudio:

1° Establecimiento.
2° Multiplicacion.

3° Microbulbificacion.

4.2.1 Ambiente de trabajo.

El Centro de Investigaciones Nucleares (CIN — Viacha), cuenta con un laboratorio de

Biotecnologia Vegetal dividido en los siguientes ambientes:
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a) Area de lavado y preparacion de medios.

En este ambiente se procedioé al lavado de todo el instrumental y material de vidrio
necesario para la investigacion, el detergente liquido es el mas recomendado por tener
un menor efecto residual (Perdoxidos) sobre el material de laboratorio ademas de la
eficiencia en la eliminacién de particulas y la facilidad de enjuague, el mismo se realizé

en multiples sesiones de agua limpia y finalmente con agua destilada tibia.

La preparacion de medios para el cultivo in vitro, conlleva diferentes aspectos, desde,
la utilizacién de soluciones stock, el pesado de los reactivos, el ajuste del medio de
cultivo, la distribucién del medio en los tubos de ensayo, y finalmente el sellado de los
tubos con papel aluminio. De la misma forma, la preparaciéon del material de apoyo
exige ciertas normas de importancia, como ser: la cobertura del instrumental metalico
con papel aluminio (en las puntas), recipientes con agua destilada, placas petri cubiertas
con papel sabana. Todo este procedimiento se realizd en el area de preparacion de

medios.

b) Area de esterilizacion.

Este ambiente cuenta con equipos especificos para la esterilizacion, uno de ellos es el
autoclave, aparato que sirve para esterilizar objetos y sustancias situados en su interior,
por medio de vapor y altas temperaturas. Una vez ya preparados los medios de cultivo
y material de apoyo, se procedié a la esterilizacion a una temperatura de 121 °C, a
una presion de 15 Ib/pulg2 , durante 15 minutos, para después de 24 hrs. ser utilizados

en la sala de siembra y transferencia.

c) Area de siembray transferencia de explantes.

Este ambiente reune las condiciones necesarias para la transferencia y siembra de
explantes en forma aséptica, condiciones proporcionadas por la camara de flujo
laminar, donde 24 hrs antes se realiz6 una limpieza minuciosa con hipoclorito de sodio
(lavandina) al 3% (v/v) y alcohol al 70% (v/v) con la finalidad de eliminar cualquier

elemento contaminante.
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d) Sala de crecimiento.

Este ambiente reune las condiciones adecuadas para el desarrollo de las
vitroplantas, cuenta con estantes metdlicos a los que se adaptaron tubos
fluorescentes blancos de 40 y 60 W, que proveen una intensidad luminica
aproximada de 1200 lux (lumen por metro cuadrado) y una temperatura de
22 a 25 °C, el fotoperiodo de 16/8 horas de luz / oscuridad debidamente controladas
por un temporizador automatico, todos estos datos fueron tomados durate los seis

meses de investigacion.

4.3 Fase 0. Seleccion y tratamiento del material vegetal.

Se seleccionaron bulbos con buena presencia (tamafio, estructura, color, forma) teniendo
en cuenta que no presenten signos de enfermedades fungicas o dafios mecanicos, para
después ser sometidos a multiples lavados en agua destilada, eliminando de esta forma
los exudados y residuos procedentes de campo. Posteriormente se procedio a disgregar
el bulbo, separando los dientes uno por uno, estos presentaron un indice visual de
superacion de dormancia (1.V.D) mayor al 40%, (este valor indica la alta vitalidad del
explante) posteriormente fueron almacenados en la camara de germinacién a una
temperatura constante de 20 °C por el lapso de 7 dias asegurando la ruptura del estado de

dormancia.

Figura 2. Bulbo(a) y diente de ajo (b), con apropiadas caracteristicas para la introduccion in vitro.
Fuente: Propia, 2008.
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4.3.1 Fasel. Etapa de establecimiento.
4.3.1.1 Desinfeccion del material vegetal.

Los dientes o bulbillos fueron seccionados por la mitad (corte transversal) eliminando las

catéfilas de proteccidn externa, el disco basal inferior, y la mitad superior del explante.

Posteriormente se procedido a efectuar el protocolo de desinfeccion externa donde se
utilizé alcohol etilico al 70% (v/v) durante 30 a 45 segundos, a continuacién se procedio a
la inmersidon en hipoclorito de sodio al 2.5 % (v/v) durante un tiempo de 15 a 20
minutos, para eliminar los residuos de hipoclorito de sodio se realizé tres enjuagues
consecutivos con agua esterilizada. Todo este procedimiento fue realizado en condiciones
asépticas, proporcionadas por la camara de flujo laminar y ademas atomizando el

ambiente con una soluciéon de alcohol al 70%.

Con la ayuda de una pinza y el bisturi los meristemos fueron extraidos asépticamente en
la cdmara de flujo laminar para después ser introducidos a razén de un explante por tubo
de ensayo en 2 ml medio nutritivo “MS” (Murashige y Skoog, 1962), mas la accion de
sacarosa 30g/L y agar 6.5 g/L. A continuacion los tubos fueron sellados con plastifilm y
llevados a la sala de crecimiento a una temperatura constante de 25°C y un fotoperiodo de
16/8 horas luz/oscuridad, durante 6 semanas. A los 7 dias de sembrados los meristemos

se realiz6 la toma de datos de cada una de las muestras.

Figura 3. Meristemo apical de ajo (de 1 mm) visto en el estereoscopio (400 x).

Fuente: Propia, 2008.
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4.3.1.2 Analisis estadistico.

Para la fase de establecimiento se realizé un analisis estadistico descriptivo de 40
vitroplantas escogidas al azar, por cada ecotipo en estudio, donde se analizo la
Media aritmética, Varianza, Desvié estandar, Coeficiente de variacion, y Error estandar por

cada variable de respuesta establecida:

4.3.1.3. Variables de respuesta.

A continuacién se describen las variables de respuesta evaluadas en la etapa de

establecimiento:

a) Porcentaje de contaminacion (% Ct.): Se identificé el numero total de vitroplantas
contaminados (presencia de hongos y /o bacterias) este valor se expresé en

porcentaje.

Figura 4. Explantes descartados en la etapa de establecimiento producto
de malformaciones (a), y no regeneramiento (b).
Fuente: Propia, 2008.

b) Porcentaje de supervivencia (% Sv.): Se identificé el numero total de vitroplantas
que lograron desarrollarse, (detectando su crecimiento) este valor se expresé en

porcentaje.
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Figura 5. Vitroplantas de desarrollo 6ptimo a los 42 dias de establecimiento.
Fuente: Propia, 2008.

c) Altura final del explante: Se midieron el largo de cada vitroplanta desde la base

terminal (del talluelo) emergente del medio de cultivo, hasta el final de la hoja mas alta.

7T,

Figura 6. Altura de vitroplanta registrada a los 42 dias de establecimiento.
Fuente: Propia, 2008.

d) Numero de hojas: Se identificd cuantitativamente el niumero de hojas de cada

vitroplanta.
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4.3.2 Fase ll. Etapa de multiplicacion.

Luego del establecimiento e iniciado el crecimiento del explante, se seleccionaron las
mejores vitroplantas descartando aquel material con sefales aparentes de contaminacion,
escaso crecimiento, malformaciones, para luego ser transferidos a los diferentes medios

de multiplicacién (Anexo. 3), a razén de 1 explante por medio de cultivo.

Pasado las 6 semanas que conlleva esta etapa se identificé el numero de brotes
adventicios formados, teniendo el cuidado de hacer un seguimiento minucioso cada 7
dias, los brotes adventicios fueron extraidos en la camara de flujo laminar para después
ser transferidos a otros medios de cultivo con las mismas caracteristicas dando inicio al

subcultivo o repique.

La formacion de brotes adventicios responde a lo mencionado por Quezada (1999), que
indica; la suministracién adecuada de reguladores de crecimiento aumenta el numero
de subcultivos, debido al incremento en el numero de brotes por explante

utilizando 1mg/L de 2ipy 1mg/L de JA.

e

Figura 7. Formacién de brotes adventicios de ajo en la etapa de multiplicacion,
alos 14 dias (a) y a los 36 dias (b) visto en el estereoscopio (400 x).
Fuente: Propia, 2008.
El N°® Dimetilalil aminopurina (2ip) pertenece al grupo de las citoquininas y el acido
jasmonico (JA) tiene efectos tuberificantes ademas de estimular el desarrollo radicular.

Ambos reguladores presentan una alta eficiencia en la proliferacion de brotes pero
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cuentan con una desventaja su costo es alto, razén por la cual en experimentos
simultaneos se reemplazé el 2ip y el JA por otro tipo de reguladores con la misma
naturaleza pero de costo mas accesible donde el numero de brotes por vitroplanta

aumento satisfactoriamente.

4.3.2.1 Disefo experimental.

Para la fase de multiplicacion se aplicd un disefio completamente al azar con arreglo
bifactorial con 10 repeticiones por tratamiento, donde los factores de estudio fueron los
ecotipos (Colorado de Mendoza y Rosado de ltalia), y la variacién de medios nutritivos

descritos de la siguiente manera:

Factor A: Ecotipos

al
a2

Colorado de Mendoza.

Rosado de ltalia.

Factor B: Medios nutritivos de multiplicacién (MnM.)

bl = Ms = MS (%)

b2 = MsM = MSM (**)

b3 = MsM+ EQ = MSM + Vitaminas (extracto quinua)

b4 = Ms + EQ = MS + Vitaminas (extracto quinua)
MS (*) = Sales de Murashige & Skoog con vitaminas sintéticas (Anexo 1.)

MSM (**) = Sales de Murashige & Skoog Modificado
(Sustituciéon de KNO3;, MgSO,, NH4NO3. Anexo 2.)
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Cuadro 2. Descripcién de los tratamientos y repeticiones experimentales para la etapa
de multiplicacion.

Factor A: Ecotipos
Colorado de Mendoza Rosado de ltalia
Ti=a1 b1 Ts =a2 b1
Factor B:
Medios de T,=a1b2 Te=a2 b2
multiplicacion. T,=alb3 T,=a2 b3
T4s=al1b4 Tg = a2 b4

4.3.2.2 Variables de respuesta.

A continuacion se describe las variables de respuesta evaluadas en la etapa de
multiplicacion.

a) Numero de raices: Se identificé cuantitativamente al finalizar la etapa, es decir
después de los 42 dias de la siembra del explante.

Figura 8. Formacion de raices en el ecotipo Colorado de Mendoza (a) y
Rosado de lItalia (b) evaluado a los 42 dias.
Fuente: Propia, 2008.
b) Altura: Se tomaron mediciones cada 7 dias, donde se procedi6 a medir el largo de la

vitroplanta, desde la base terminal (del talluelo) emergente del medio de cultivo, hasta
el final de la hoja mas alta.
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c) Numero de hojas: Se identifico la cantidad de hojas por cada vitroplanta al finalizar la

etapa de multiplicacion, es decir después de los 42 dias de la siembra del explante.

d) Ndmero de brotes adventicios: A los 14 dias de iniciada esta etapa se identificd con
claridad la presencia de brotes adventicios de origen caulégeno, los que fueron

cuantitativamente identificados.

Figura 9. Formacioén de brotes en el ecotipo Colorado de Mendoza
bajo el efecto del MsM + Kin (1 mg/L) y AIA (2 mg/L).
Fuente: Propia, 2008.

4.3.3 Fase lll. Etapa de microbulbificacion.

Se seleccionaron las mejores vitroplantas, descartando aquellas que ostentaron escaso
crecimiento, o malformaciones. Aquellas plantulas que mostraron un apropiado

crecimiento fueron adecuadas para dar inicio al proceso de microbulbificacion.

Figura 10. Formacién de microbulbillos, ecotipo Rosado de Italia (a) y Colorado de Mendoza (b)
Fuente: Propia, 2008.
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Al mismo tiempo se selecciond el mejor medio nutritivo de la etapa de multiplicacion
(medio MsM), es decir aquel que demostro tener las condiciones mas apropiadas para el
desarrollo de brotes, manteniendo diferencias significativas satisfactorias con respecto a
los otros medios de cultivo, para después ser denominado “medio mejorado” (Mm), en
donde se modifico las diferentes concentraciones de sacarosa (3%, 6%, 9% y 12%) que
iniciaron el proceso de microbulbificacion (Anexo.4) donde se introdujo a razén de un

explante por tubo de ensayo en 2 ml medio nutritivo de microbulbificacién.

Figura 11. Desarrollo de microbulbillos en el ecotipo Colorado de Mendoza (a) al 6% de sacarosa
y el ecotipo Rosado de ltalia (b) al 9% de sacarosa.
Fuente: Propia, 2008.

4.3.3.1 Disefio experimental.

Para la etapa de microbulbificacién se utilizé un disefio completamente al azar con arreglo
bifactorial con 10 repeticiones por tratamiento, donde los factores de estudio fueron los
ecotipos (Colorado de Mendoza y Rosado de lItalia), y la variacion de concentraciones de

sacarosa descritos de la siguiente manera:
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Factor A: Ecotipos

al
a2

Colorado de Mendoza.

Rosado de ltalia.

Factor B: Concentraciones de sacarosa para la microbulbificacion.

bl = Mm + 3 % de sacarosa.
b2 = Mm + 6 % de sacarosa.
b3 = Mm + 9 % de sacarosa.
b4 = Mm + 12% de sacarosa.

(Mm.: Medio mejorado)

Cuadro 3. Descripcion de los tratamientos y repeticiones experimentales para la etapa
de microbulbificacion.

Factor A: Ecotipos.
Colorado de Mendoza. Rosado de lItalia.
Factor B: Ty =a1b1 Ts = a2 b1
Concentraciones de T,=alb2 Te = a2 b2
sacarosa.
T;=a1b3 T;=a2b3
T,=albd Tg=a2 b4

4.3.3.2 Variables de respuesta.

A continuacion se describe las variables de respuesta evaluadas en la etapa de
microbulbificacion.

a) Numero de microbulbillos: A la finalizacion de esta etapa (42 dias) se contabilizé el

numero de microbulbillos por cada vitroplanta.
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b) Diametro de microbulbillos: Al término de los 42 dias se midi6 el diametro

ecuatorial de cada microbulbillo ex vitro (medido en mm por un calibrador palmer).

Figura 12. Calculo del diametro ecuatorial de microbulbillo (6.8 mm),

extraido de condiciones in vitro.

Fuente: Propia, 2008.

c) Didmetro de microbulbillos curados: Los microbulbillos ex vitro fueron
sometidos a temperatura ambiente por el lapso de 72 hrs lo que provoco la
desecacion de las hojas externas dando paso al proceso de curado, a continuacion
se midi6 el diametro ecuatorial de cada microbulbillo curado (medido en mm por un

calibrador palmer).

Figura 13. Microbulbillos en la etapa de curado (a) y medicién del diametro ecuatorial de microbulbillos

curados (b), sometidos a 72 hrs de temperatura ambiente.

Fuente: Propia, 2008.
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d) Peso de microbulbillos ex vitro: Posterior al curado se pes6 cada microbulbillo por
separado, mediante una balanza analitica.

Figura 14. Peso de microbulbillo ex vitro, en balanza analitica (0.28 g).

Fuente: Propia, 2008.

4.4 Modelo lineal aditivo.

Debido a que en las etapas de multiplicacion y microbulbificacién, el disefio utilizado fue el

mismo; se utilizdé un solo modelo estadistico con las siguientes caracteristicas:

Yig = p+oi+f; + (af); + €k

Donde.
Yix = Cualquier observacion.
il = Media general.
o = Efecto deli- ésimo ecotipo de ajo.
Bj = Efecto del j— ésimo (Medio de cultivo y concentracién de sacarosa.)
(oc?»)ij = Interaccién ecotipos / (Medio de cultivo y concentracion de sacarosa)
€ix = Error experimental.
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES.

Para una mejor interpretacion y comprension de los resultados obtenidos en el presente

estudio, se debe tener en cuenta que la investigacion estuvo dividida en tres etapas, el

establecimiento, la multiplicacion, y la microbulbificacién.

a)

b)

En la etapa de establecimiento se procedié a determinar los indicadores principales
del cultivo de tejidos in vitro (porcentaje de contaminacion, porcentaje de
supervivencia, altura final del explante y el numero de hojas) con el fin de facilitar el
desarrollo de  posteriores analisis. El parametro estadistico de evaluacion estuvo
respaldado por un analisis estadistico descriptivo de 40 vitroplantas por cada
ecotipo en estudio, donde se analizdé la media aritmética, la varianza, desvid
estandar, error estandar y el coeficiente de variacién por cada variable de respuesta

establecida.

En la etapa de multiplicacién o micropropagacion, la formacién de brotes es un factor
determinante, por lo tanto se procedidé a seleccionar el mejor medio de cultivo que
contribuyé en la formacion de mayor numero de brotes adventicios. El parametro
estadistico de evaluacion fue un disefio completamente al azar con arreglo bifactorial
con 10 repeticiones por tratamiento, donde los factores de estudio fueron los
ecotipos (Colorado de Mendoza y Rosado de lItalia), y los diferentes medios de

cultivo.

Para la etapa de microbulbificacion se seleccionaron las plantulas de mayor
desarrollo, las que fueron llevadas a los diferentes medios de bulbificacion,
compuestos por 4 diferentes concentraciones de sacarosa (3%,6%,9% y 12%). Esta
etapa se evalud bajo un disefio completamente al azar con arreglo bifactorial con 10
repeticiones por tratamiento, donde los factores de estudio fueron los ecotipos
(Colorado de Mendoza y Rosado de lItalia), y la variacidon de concentraciones de

sacarosa.

68



5.1 Etapa de establecimiento.

En esta fase se observo un elevado porcentaje de supervivencia, atribuible a un especial
cuidado en la extraccion de meristemos, un adecuado manejo en la camara de flujo
laminar, y al efectivo protocolo de desinfeccion utilizado, manifestando resultados

satisfactorios en esta etapa.

Las variables en estudio evaluadas son el, porcentaje de supervivencia, porcentaje de
contaminacion, numero de hojas y altura final del explante, elementos que reflejan un

adecuado establecimiento in vitro.

5.1.1 Porcentaje de supervivencia.

En esta etapa la rapidez y precision en la extraccion de meristemos fue fundamental, por
lo tanto los resultados expuestos a continuacion muestran un 92.7% de supervivencia para

ambos ecotipos.

Cuadro 4. Analisis de supervivencia de meristemos.

. N° de explantes N° de explantes Porcentaje de
Ecotipos L - .
totales supervivientes supervivencia (%)

Colorado de 48 46 95.8 %

mendoza

Rosado de 48 43 89.58 %

Italia

Promedio 92.69 %

Fuente: Elaboracion propia.

Como se puede apreciar el ecotipo Colorado de Mendoza obtuvo un 95.8 % de
supervivencia, factor atribuible a la facilidad que presenta este ecotico para la extraccidon
de meristemos y al uso de un buen protocolo de desinfeccion, que elimind el maximo de

contaminacién presente sobre el explante.
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Por otro lado el ecotipo Rosado de Italia presenté 89.58 % de supervivencia, un poco
menos a lo obtenido por el Colorado de Mendoza, si bien el protocolo de desinfeccion
eliminé el maximo de contaminacion presente sobre el explante, se detectd que el tejido
meristematico de algunos explantes fue dafiado, y aquellos de mayor tamafio y mas
tiempo en su extraccion, al momento de haber sido sembrados no mostraron
regeneracion. Al respecto, Jiménez (1999) indica que un explante estéril en un medio de
cultivo, pueden mostrar regeneracion, siempre y cuando sus células meristematicas no

hayan sido afectadas al momento de utilizar el desinfectante quimico.

SUPERVIVENCIA

COLORADO ROSADO

PORCENTAJE (%) 95,8 89,58
ECOTIPOS

Figura 15. Comparacion del porcentaje de supervivencia de los ecotipos: Colorado de Mendoza

y Rosado de ltalia.
5.1.2 Porcentaje de contaminacion.

Como se observa en el cuadro 5, la contaminacion registrada fue minima, teniendo un

total para ambos ecotipos de 14.5%.

Cuadro 5. Analisis del porcentaje de contaminacion.

. N° de explantes N° De explantes Porcentaje de
Ecotipos h . L
totales contaminados contaminacion (%)

Colorado de 48 > 416 %

mendoza

Rosado de 48 5 10.41%

Italia

Total 14.57 %

Fuente: Elaboracién propia.
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El grado de contaminacion que alcanzé el ecotipo Colorado de Mendoza fue de 4.1% nivel
considerado como “baja contaminacion”. En cuanto al ecotipo Rosado de Italia present6
un 10.41% de microorganismos contaminantes como ser Penicillum y Aspergillus
(contaminantes comunes de laboratorio). La baja contaminacion registrada concuerda con
lo sefalado por Jiménez (1999), que indica que mientras mas pequefio es el explante,

menor es el riesgo de contaminacion.

12
10

CONTAMINACION

COLORADO ROSADO

PORCENTAJE (%) 4,16 10,41

ECOTIPOS

Figura 16. Comparacion del porcentaje de contaminacion de los ecotipos: Colorado de Mendoza

y Rosado de ltalia.
5.1.3 Numero de hojas.

a) Media aritmética.
Una vez sembrados los explantes se aprecio la formaciéon de hojas a partir del dia 14, los
resultados obtenidos en el cuadro 6 indican un promedio de 3.6 hojas por cada vitroplanta

para ambos ecotipos.

Cuadro 6. Numero de hojas total y promedio por ecotipo.

Ecotipos N° de explante. N° de Hojas Promedio
total
Colorado de 43 137 3.18
Mendoza
Rosado de 43 175 4.0
Italia
3.62

Fuente: Elaboracién propia.
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Para el ecotipo Colorado de Mendoza, se obtuvo un promedio de 3.18 hojas por cada
vitroplanta. Al mismo tiempo el ecotipo Rosado de ltalia, alcanzé un promedio mayor de
4.06 hojas. La diferencia en el numero de hojas que presentan los ecotipos en estudio,
entan influenciados principalmente por las caracteristicas fisiolégicas propias de cada

ecotipo (Darias, 1993).

HOJAS

COLORADO ROSADO

IN°de hojas 3,18 4
ECOTIPOS

Figura 17. Comparacién del nimero de hojas de los ecotipos: Colorado de Mendoza

y Rosado de ltalia.

b) Varianza

Para ambos ecotipos se presentd un promedio de desviaciones al cuadrado con respecto
a la media de 1.1 hojas, es decir que la variabilidad con respecto al numero de hojas es

de una sola.

Cuadro 7. Varianza con respecto al numero de hojas por cada ecotipo.

2
ECOTIPOS N° de explantes Totales. > x > ox s?
Colorado de 43 137 489 1.2
Mendoza
Rosado de 43 175 757 1.0
Italia
Total 86

Fuente: Elaboracion propia.
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El cuadro 7 indica que el promedio de desviaciones al cuadrado con respecto a la media
para el ecotipo Colorado de Mendoza sera de 1.2 hojas, mientras que para el ecotipo
Rosado de Italia el numero de hojas que fluctuara con respecto a la media sera de una;
con lo que se corrobora lo mencionado por Darias (1993), que el numero de hojas esta
influenciado por las caracteristicas fisioldgicas de cada ecotipo.

5

4 |

Minimo N° PROMEDIO Maximo N°
‘I CM 1,93 3,18 4,43

NUMERO DE HOJAS
Figura 18. Comparacién del maximo (4.43) y el minimo (1.93) numero de hojas con relacién

al promedio (3.18 hojas) para el ecotipo Colorado de Mendoza.

En la figura 18 se observa que, la variacion en el numero de hojas con respecto al
promedio general es de 1.25 para el ecotipo Colorado, alcanzando como nivel maximo 4.4

y como minimo 1.93 hojas en promedio, con relaciéon al promedio general de 3.18 hojas.
6

5

4

Minimo N° PROMEDIO Maximo N°

ORI 2,94 4 5,06
NUMERO DE HOJAS

Figura 19. Comparacién del maximo (5.06) y el minimo (2.94) niumero de hojas

con relacion al promedio (4 hojas) para el ecotipo Rosado de ltalia.

En la figura 19 se observa que la variacion en el numero de hojas con respecto al
promedio general es 1.06 dando como resultado 5.06 hojas como nivel maximo, y como

minimo 2.94 hojas en promedio, con relacion al promedio general 4 hojas.
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c) Desvi6 estandar

Para el ecotipo Colorado de Mendoza se observa que la desviacion en promedio es de

mas (+) menos (-) 1.09 con respecto a 3.18 hojas (la media), es decir que, el numero de

hojas por encima y por debajo de la media sera de una sola. Mientras que para el ecotipo

Rosado de ltalia se observé que la desviacion en promedio es de mas (+) menos (-) una

hoja por encima y por debajo de su media (4 hojas).

Cuadro 8. Desvio estandar con respecto al numero de hojas por cada ecotipo.

2
ECOTIPOS N° de explantes Totales. Z X Z X S
Colorado de 43 137 489 1.09
Mendoza
Rosado de 43 175 757 1.0
ltalia
Total 86

Fuente: Elaboracién propia.

En la figura 20 se observa la desviacion estandar con respecto al promedio general para

cada ecotipo, dando como resultado 4.27 hojas como nivel maximo, y 2.09 hojas como

minimo, con relacion a la media de 3.18 hojas para el ecotipo Colorado de Mendoza. Para

el ecotipo Rosado de Italia como nivel maximo 5.09 hojas, y como minimo 2.91 hojas en

promedio, con relacion a la media de 4 hojas. Al respecto Smith (1992), indica que para

promover el mayor numero de hojas se debe considerar la relacidon auxina/citoquinina

favoreciendo también el enraizamiento y la callogénesis.

()]
? s
o)
r 4
L
U i
o
e 2
L
S 1
pun)
Z 0
Minimo N° PROMEDIO Maximo N°
—e—CM 2,09 3,18 4,27
RI 2,91 4 5,09

Figura 20. Comparacion del maximo y el minimo nimero de hojas con relacién al promedio

para los ecotipos Colorado de Mendoza y Rosado de ltalia.
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d) Coeficiente de variacion:

El analisis realizado indica que el ecotipo Colorado de Mendoza obtuvo un grado de
dispersion entorno a la media de 34 %, este porcentaje indica un alto grado de
dispersién de las observaciones realizadas, mientras que el ecotipo Rosado de lItalia
alcanzo un grado de dispersion del 25.5 % entorno a la media lo que indica un grado de

dispersidn aceptable para las observaciones realizadas.

Cuadro 9. Coeficiente de variacion para el nUmero de hojas en cada ecotipo.

ECOTIPOS N° de explantes Totales Promedio S cVv

C'(\)/:orado de 43 3.18 1.11 34 %
endoza

Rosad_o de 43 4.0 1.02 255%
Italia
Total 86

Fuente: Elaboracién propia.

El coeficiente de variacién del 34 %, obtenido por el ecotipo Colorado de Mendoza indica
que la formacion de hojas fue dispareja, variacion atribuible al tamafio desigual de
meristemos extraidos en el momento de la siembra (entre 2 y 5 mm). Asimismo el ecotipo
Rosado de ltalia alcanzé un 25.5 % de dispersion, lo que indica un desarrollo mas
uniforme entorno al numero de hojas, puesto que, a la cuarta semana de establecimiento
la mayoria de las vitroplantas pertenecientes a este ecotipo contaban con un promedio de

4 hojas debidamente constituidas.

La diferencia de los resultados presentados, esta de acuerdo con lo mencionado por
Jiménez (1999), quien sefiala que a medida que el explante varia de tamafo el
crecimiento es desigual, cuando el explante es mas pequefio menor es el riesgo de
contaminacion pero la regeneracidon es mas dificil, mientras que con el aumento del
tamafio del explante el peligro de contaminacion es mayor pero la regeneracién y el

crecimiento son mas rapidos
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PORCENTAJES

COLORADO ROSADO
CV (%) 34,0% 25,5%
ECOTIPOS

Figura 21: Comparacion del Coeficiente de variacion para los ecotipos Colorado de

Mendoza y Rosado de Italia, con respecto al numero de hojas.

e) Error estandar:

Al momento de realizar el seguimiento para esta etapa, se seleccionaron las vitroplantas
mas representativas (tamafio, forma, conformacion) para ambos ecotipos, en el caso del
Colorado de Mendoza se observé una desviacidn en promedio de 0.16  hojas con
respecto a la media de las muestras evaluadas, en cuanto al ecotipo Rosado de lItalia se
aprecio una desviacidon en promedio de 0.15 hojas con respecto a la media de las

muestras evaluadas.

Cuadro 10. Error estandar para el numero de hojas por cada ecotipo.

Ecotipos N°de explantes Promedio S S x
totales
Colorado de 43 3.18 1.11 0.169
Mendoza
Rosad_o de 43 4.0 1.02 0.15
Italia
Total 86

Fuente: Elaboracién propia.
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En cuanto a esta minima variacién Vicente (2001), indica que mientras menor sea el
rango de variacion obtenido en las muestras evaluadas, mayor es la homogeneidad

proporcionada al explante, al momento de la formacion de hojas.

5.1.4 Alturafinal del explante

a) Media aritmética.

Se realizd un seguimiento semanal concerniente a la altura final del explante. En la cuarta
semana de establecimiento se procedié a medir la altura final de cada vitroplanta, donde
los resultados indican una altura promedio de 9.4 cm para ambos ecotipos, desarrollo

optimo para dar inicio a la siguiente etapa.

Cuadro 11. Altura final en promedio, para cada ecotipo.

Ecotipos N° de Explantes Totales Total (cm) Media
Colorado de 43 432.8 9.02
Mendoza
Rosado de
43 4731 9.9
Italia
Promedio 9.4

Fuente: Elaboracién propia.

El ecotipo Colorado de Mendoza alcanzé una altura promedio de 9.02 cm mientras el
ecotipo Rosado de ltalia, logré un promedio mayor de 9.9 cm, variabilidad atribuible a las

particulares propias de cada ecotipo.
Jiménez (1999), sefiala que la variacién de la altura del explante puede deberse al tamafio

del explante introducido en la etapa de establecimiento, lo que provoca una regeneracion y

crecimiento mas rapido, y a las caracteristicas fisioldgicas propias de cada ecotipo.
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9,8

9,6

9,4

9,2

9

ALTURA

8,8 4
8,6 1
8,4 1

COLORADO

ALTURA (cm.) 9,02

ROSADO
9,9

ECOTIPOS

Figura 22. Comparacion de la altura final que obtuvo el explante para los ecotipos: Colorado de

Mendoza (9.02) y Rosado de lItalia (9.9).

b) Varianza:

El ecotipo Colorado de Mendoza alcanz6 2.82 cm como promedio de desviaciones con

respecto a la media elevada al cuadrado, esta medida indica una variacion del rango que

establece la desviacion estandar, por tanto la variacion esperada con respecto a la altura

de planta oscila entre 2.82 cm. y el rango de variacion con respecto al desvid estandar

para el ecotipo Rosado de Italia es de 2.63 cm como se aprecia en el cuadro 12.

Cuadro 12. Varianza de la altura final.

. 2
Ecotipos N° de explantes totales. > x > x g2
Colorado de 43 4328 | 447464 2.82
Mendoza
Rosado de 43 4731 5315,8 2.63
Italia
Total 86 905.9

Fuente: Elaboracién propia.

En cuanto a estos resultados Vicente (2001), indica que el rango de variacion obtenido en

la altura final de planta es solo un promedio de desviaciones en las muestras evaluadas,

estableciendo una minima variacion en la altura final para ambos ecotipos.
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c) Desvié estandar

Para el ecotipo Colorado de Mendoza se observa que la desviacion en promedio es de
mas (+) menos (-) 1.67 cm con respecto a 9.02 cm (la media), es decir que, el numero de
hojas por encima y por debajo de la media sera de 1.67 cm. Un resultado similar, se
muestra para el ecotipo Rosado de Italia donde se observd que la desviacion en
promedio es de mas (+) menos (-) 1.62 cm por encima y por debajo de su media (9.9 cm)

como se detalla a continuacion en el cuadro 13:

Cuadro 13. Desvio estandar con respecto a la altura final del explante por cada ecotipo.

Ecotipos N° de explantes totales. > X > X S
C;\J/:mado de 43 432.8 4474,64 1.67
endoza
Rosado de 43 473.1 5315,8 1.62
Italia
Total 86 905.9

Fuente: Elaboracién propia.

En la figura 23 se observa la desviacion estandar con respecto al promedio general para
cada ecotipo, dando como resultado 10.69 cm como altura maxima, y 7.35 cm como altura
minima, con relacion a la media de 9.02 cm para el ecotipo Colorado de Mendoza.
Mientras que el ecotipo Rosado de ltalia alcanzé una altura maxima de 11.52 cm, y
8.28 cm, como altura minima con relacion a la media de 9.9 cm, con lo que se corrobora lo
mencionado por Darias (1993), que la altura final del explante esta influenciado por las

caracteristicas fisiolégicas de cada ecotipo.

13
11
9 | /
g 7
[&]
5 |
3
Altura minima Media Altura maxima
——CM 7,35 9,02 10,69
RI 8,28 9,9 11,52

Figura 23. Comparacion de la altura maxima y minima con relacién a la media, para los

ecotipos Colorado de Mendoza y Rosado de ltalia.
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d) Coeficiente de variacion:

El analisis realizado indica que el ecotipo Colorado de Mendoza obtuvo un grado de
dispersion entorno a la media de 18.51 %, este porcentaje indica un minimo grado de
dispersién de las observaciones realizadas, mientras que el ecotipo Rosado de lItalia
presentd un grado de dispersion del 16.36% entorno a la media lo que indica un menor

grado de dispersion de las observaciones realizadas.

Cuadro 14. Coeficiente de variacion para la altura final del explante.

Ecotipos N° de explantes totales. Promedio S CV
Colorado de 43 9.02 1.67 18.51%
Mendoza
Rosado de 43 9.9 1.62 16.36%
Italia
Total 86 9.46

Fuente: Elaboracién propia.

El coeficiente de variacién de 18.5 %, obtenido por el ecotipo Colorado de Mendoza indica
que el crecimiento del explante (en cm) fue homogéneo, esta menor variacion reportada,
es atribuible al tamafo uniforme de meristemos extraidos en el momento de la siembra.
Asimismo el ecotipo Rosado de lItalia obtuvo un 16.36 % de dispersion lo que indica un
desarrollo uniforme entorno al crecimiento del explante, puesto que, a la cuarta semana de
establecimiento la mayoria de las vitroplantas pertenecientes a este ecotipo contaban con

un promedio de 9.9 cm de altura.
19,0%

18,0%

17,0% -

16,0% -

VARIACION

15,0% -

COLORADO ROSADO
C.V (%) 18,51% 16,36%

ECOTIPOS
Figura 24. Comparacion del coeficiente de variacion para los ecotipos Colorado de Mendoza

y Rosado de ltalia, con respecto a la altura final del explante.
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Vicente (2001), senala que bajos porcentajes de variacion indican un minimo grado de
dispersion de las observaciones realizadas, refleja un homogéneo manejo para ambos

ecotipos en estudio.

e) Error estandar:

Al momento de realizar el seguimiento para esta etapa, se seleccionaron las vitroplantas
mas representativas (tamafio, forma, conformacion) para ambos ecotipos, en el caso del
Colorado de Mendoza se observé una desviacion en promedio de 0.25 cm con respecto a
la media de las muestras evaluadas, en cuanto al ecotipo Rosado de Italia se aprecioé una
desviacién en promedio de 0.24 cm con respecto a la media de las muestras. Para ambos
ecotipos se observa una escasa diferencia entorno a las muestras evaluadas, esta baja
dispersion reafirma lo mencionado por Vicente (2001), que indica, al existir una minima
diferencia entre los factores en estudio, la variacién total en promedio sera menor,

indicando la confiabilidad y precision de los resultados obtenidos.

Cuadro 15. Error estandar para la altura final del explante por cada ecotipo.

[0}
ECOTIPOS N° de explantes Promedio s S x
Totales.
Colorado de 43 9.02 1.67 0.254
Mendoza
Rosad_o de 43 99 1.62 0.247
Italia
TOTAL 86 9.46

Fuente: Elaboracién propia.
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5.2 Etapa de multiplicacion.

Esta fase tuvo por prioridad la obtencién del mayor numero de brotes adventicios, donde
el “MsM” demostro ser el medio de cultivo que ofrece las mejores condiciones para la
formacion de brotes. Luego de la siembra de los explantes se procedié a evaluar las

variables de respuesta planteadas, detallando los siguientes resultados a continuacion.
5.2.1 Ndmero de raices

El numero elevado de raices aumenta el riesgo de contaminacion al momento del repique,
motivo por el cual inducir al enraizamiento es un proceso innecesario y contraproducente

solo para esta etapa (Quezada1999).

Cuadro 16. Analisis de varianza para el nimero de raices.

FUENTES DE VARIACION. | GL SC CM Fc Ft
Ecotipos (A) 1 6.25 6.25 20.58 7.12*
Medios (B) 3 15.18 5.06 16.67 4.14*
Interaccion (Ax B) 3 9.50 3.16 10.43 4.16™
Error 56 17.00 0.30

TOTAL 63 47.93

** = Altamente significativo al 1% CV=27.99 %

Fuente: Elaboracion propia.

El analisis de varianza para el numero de raices (cuadro 16) indica un coeficiente de

variacion del 27.99% que se encuentra dentro del rango tolerable para esta investigacion.

De esta manera podemos indicar que existen diferencias altamente significativas entre los

ecotipos de ajo con relacién al numero de raices.

En el cuadro 17, se observa la comparacion de medias por prueba de Duncan, para el
numero de raices, a un nivel de significancia del 1% donde el ecotipo Colorado de
Mendoza obtuvo un promedio general de 1.6 raices por cada vitroplanta. Asimismo el

ecotipo Rosado de lItalia, obtuvo un promedio general de 2.3 raices por cada vitroplanta.

Al respecto Darias (1993) indica que la diferencia en el numero de raices es atribuible a

las caracteristicas fisioldgicas propia de cada ecotipo.
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Cuadro 17. Diferencias entre ecotipos por prueba de Duncan (1%) para el nimero de raices.

ECOTIPOS PROMEDIO * DUNCAN
Colorado de Mendoza 1.6 A
Rosado de Itali

osado de ltalia 23 B

* | Letras desiguales indican que estadisticamente existe diferencias.

Para el factor (B) medios de multiplicacion, podemos indicar que existen diferencias

altamente significativas.

Cuadro 18. Diferencias entre medios de cultivo por prueba de Duncan (1%) para el numero de

raices.
MEDIOS DE CULTIVO PROMEDIO * DUNCAN
MsM 2.5 A
Ms 24 A B
Ms+EQ 1.7 C
MsM+EQ 13 ¢

*/ Letras desiguales indican que estadisticamente existe diferencias.

La prueba de rango multiple de Duncan al nivel 1% indica que no existe diferencias

significativas entre los medios “MsM + EQ” y “Ms + EQ” alcanzando un promedio de 1.3 y

1.7 raices respectivamente, demostrando de esta forma

que no existe diferencias

significativas entre sus promedios, aclarando que, mientras menor sea el numero de

raices que se obtenga los riesgos de contaminacion seran menores. No se encontraron

diferencias significativas entre los medios “MsM”

y “Ms” los cuales alcanzaron un

promedio de 2.5y 2.4 raices respectivamente. Estos medios de multiplicaciéon demuestran

ser los mas favorables para inducir al enraizamiento.
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MEDIOS DE MULTIPLICACION

Figura 25. Comparacion de medias para la variable nimero de raices por efecto de los diferentes
medios de multiplicacion b1= Ms = Sales de Murashige & Skoog con vitaminas
sintéticas, b2= MsM = Sales de Murashige & Skoog Modificado (sustitucion de KNO3,
MgSOQOg4, NH4NO3), b3= MsM = Sales de Murashige & Skoog Modificado + extracto de

quinua, y b4 = Ms + extracto de quinua.

La variable numero de raices (cuadro 16) demostré también la existencia de diferencias
altamente significativas entre la interaccion ecotipos de ajo (factor A) y medios de
multiplicacion (factor B) por lo tanto la interpretacion de los resultados de esta fase se

realiz6 mediante analisis de efectos simples para la principal interaccion.

Cuadro 19. Efectos simples para la interaccion ecotipos (A) por medios de multiplicacién (B) para

la variable numero de raices.

FUENTES DE VARIACION. GL SC CM Fc Ft

A (bl) Ms 1 | 0.0625 | 0.0625 | 0.205 7.126 NS
A (b2) MsM 1 12.25 | 12.25 | 40.37 7.126 (*%)
A (b3) MsM + EQ 1 1.56 1.56 | 5.140 7.126 NS
A (b4 Ms +EQ 1 0.062 | 0.062 | 0.205 7.126 NS
B (al) Colorado de Mendoza 3 9.125 | 3.041 10.01 416 (™)
B (a2) Rosado de lItalia 3 15.34 | 5.113 | 4.809 4.16  (*)
ERROR 56 | 17.00 | 0.3035

TOTAL 66

(**) = Altamente significativo al nivel 1%
NS = No significativo estadisticamente.
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El andlisis de efectos simples (Cuadro 19), muestra diferencias altamente significativas
entre el factor (A) ecotipos y el medio de multiplicaciéon “MsM”, mientras que entre los
medios “Ms”, “MsM +EQ” y “Ms + EQ” no existe diferencias significativas con respecto al
comportamiento de los ecotipos. Para el factor (B) medios de multiplicacién los ecotipos

Colorado de Mendoza y Rosado de Italia manifiestan diferencias altamente significativas.

Por tanto se puede indicar que los factores no son independientes, es decir en cuanto el
factor (B) medios de multiplicacion cambia, el factor (A) ecotipos modifica su

comportamiento.

4
3,4
3
2,5
a 24 % 16 18
2 |
©]
é 1 1,6 1,6
< 1,0
0
Ms MsM MsM+EQ Ms+EQ
—+—CM 25 1,625 1 1,625
R.l 2,375 3,375 1,625 1,75
(EQ = Extracto de quinua) MEDIOS DE CULTIVO

Figura 26. Comportamiento de los ecotipos (factor A) segun la variaciéon de medios de

multiplicacion (factor B) para la variable nimero de raices.

En la figura 26 se observa la interaccion ecotipos (factor A) por (factor B) medios de
multiplicacion donde se aprecia que el ecotipo Colorado de Mendoza alcanzé el mayor
numero de raices (2.5 raices) en presencia del el medio “Ms”, mientras que el medio
“‘MsM +EQ” fue el que obtuvo el menor numero de raices (1 raiz) en promedio. El ecotipo
Rosado de ltalia fue el que alcanzé el mayor promedio en cuanto al numero de raices
(3.3 raices) en presencia del el medio “MsM”, mientras que el medio “MsM +EQ” fue el
que obtuvo el menor numero de raices (1.6 raices). Gomez (2008), menciona que la
variacion en el numero de raices esta fuertemente influenciada por el extracto de

quinua (EQ), factor determinante en la etapa de enraizamiento.
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En ambos ecotipos el factor que facilitd el manejo de esta etapa fue, el menor numero de
raices ya que al momento del traslado a un nuevo medio de cultivo (subcultivo) los indices
de contaminacion registrada fueron minimos (5 % para ambos ecotipos).Al respecto
Pierik (1990), indica que la luz provoca un efecto inhibidor sobre la formacion de raices, ya
que las plantas cultivadas en la oscuridad enraizan mejor. Esta afirmacién es elemental
puesto que el sistema radicular posee fototropismo negativo y al suministrar 16 hrs. luz

indirectamente se esta limitando el enraizamiento de las vitroplantas.

Uno de los efectos que llamé la atencion fue, que a medida que se suministra el extracto
de quinua en los medios de cultivo, el numero de raices disminuye considerablemente,
para explicar este comportamiento se realiz6 el analisis entre los medios “Ms” y "Ms+EQ”
siendo la principal diferencia entre ellos la presencia del extracto de quinua(EQ), asimismo
se analizé los medios “MsM” y "MsM+EQ” siendo el factor diferencia la presencia del

extracto de quinua. Para esta etapa los resultados se describen a continuacion.

Cuadro 20. Analisis de regresion lineal para los medios “Ms” y "Ms+EQ”.

COEFICIENTES
ECOTIPOS ECUACION DE AJUSTE
a b r r?
Colorado de Mendoza | 3.4 -0.9 -1 1 y=34+ -09x
Rosado de lItalia 3 -0.6 -1 1 y=3.3+ -0.6x

Fuente = Elaboracion propia

El analisis de regresion lineal del cuadro 20 confirma que a medida que se suministra
extracto de quinua, el numero de raices disminuye considerablemente. Para los ecotipos
Colorado de Mendoza y Rosado de Italia, el coeficiente de determinacion “r 2 “indica que
la disminucién de raices es consecuencia del extracto de quinua en un 100%, asi mismo

el coeficiente de correlacion “r “indica que existe una alto grado de asociacion negativa
entre los medios de cultivo y el numero de raices. Se puede esperar que a medida que se
aumente la concentracion del extracto de quinua, el numero de raices disminuira

considerablemente. El coeficiente de regresion “b” indica que por cada unidad de extracto
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de quinua suministrado al medio “Ms” el numero de raices disminuira en 0.9 raices para el

ecotipo Colorado y en 0.6 raices para el ecotipo Rosado de Italia.
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Figura 27. Variacion del numero de raices por efecto del extracto de quinua en los
medios “‘Ms” y “Ms + EQ".

De la misma manera se realizd el analisis de regresion lineal en los medios “MsM” y
"MsM+EQ” siendo el factor diferencia la presencia del extracto de quinua, reafirmando
que, a medida que se suministra extracto de quinua el numero de raices disminuye
considerablemente. Para los ecotipos Colorado de Mendoza y Rosado de ltalia, el
coeficiente de determinacion “r 2 “indica que la disminucion de raices es consecuencia del

13

extracto de quinua en un 100%, asi mismo el coeficiente de correlacion “r “indica que
existe una alta correlacion negativa entre los medios de cultivo y el numero de raices. Se
puede esperar que a medida que se aumente la concentracion del extracto de quinua, el
namero de raices disminuira considerablemente. El coeficiente de regresion “b” indica
que por cada unidad de extracto de quinua suministrado al medio “MsM” el numero de
raices disminuira en 0.63 raices para el ecotipo Colorado y en 1.75 raices para el ecotipo

Rosado de Italia como se detalla en el cuadro 21.

Cuadro 21. Andlisis de regresion lineal para los medios “MsM”y ” MsM + EQ”.

COEFICIENTES
ECOTIPOS a b i (2 ECUACION DE AJUSTE
Colorado de Mendoza | 2.26 | -0.63 -1 1 y =2.26+ -0.63x
Rosado de ltalia 513 | -1.75 -1 1 y=513+ -1.75x

Fuente = Elaboracion propia.
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Figura 28. Variacién del numero de raices por efecto del extracto de quinua en los
medios “MsM” y” MsM + EQ”.

Al respecto Quezada (1999), indica que esta variable de respuesta debe ser evaluada
debido a que la presencia de raices en los explantes, dificulta la manipulacion de los
mismos en el proceso de traspaso a medio fresco (subcultivo). Por lo tanto, aumenta la
posibilidad de una contaminacion superficial o del mismo explante colocado al medio
fresco. Este es un factor negativo en la etapa de multiplicacion, que es bueno evaluar para

determinar los medios y los ecotipos que desarrollan menor cantidad de raices.
5.2.2 Alturafinal de planta.

A los 42 dias después de iniciada la etapa de multiplicacion se registré la altura final de
planta (en cm). Ambos ecotipos presentaron un crecimiento favorable, lo que permitié
evaluar la eficiencia que proporciona el medio de cultivo, y la respuesta de la vitroplanta
para alcanzar una altura 6ptima, que le permita desarrollar el mayor numero de brotes

adventicios de caracter caulégeno.

Cuadro 22. Analisis de varianza para altura final de planta.

FUENTES DE VARIACION. GL SC CM Fc Ft
Ecotipos (A) 1 265.283  265.283 32.025 7.12 (*%)
Medios (B) 3 31.563 10.521 1.270 4.16 NS
Interaccion (AxB) 3 49.534 16.511 1.993 4.16 NS
Error 56 463.878 8.283
TOTAL 63 810.259
(**) = Altamente significativo al 1% CV=2257 %

NS = No significativo estadisticamente.
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De acuerdo al cuadro 22, el coeficiente de variacion fue de 22.57% que se encuentra
dentro del rango tolerable para esta investigacion. También se observé que los resultados
obtenidos prueban la existencia de diferencias altamente significativas entre los ecotipos

Colorado de Mendoza y Rosado de Italia (factor A) a un nivel de significancia del 1%.

En el cuadro 23, se observa la comparaciéon de medias por prueba de Duncan para la
altura final de planta a un nivel de significancia del 1% donde el ecotipo Colorado de
Mendoza obtuvo un promedio de 10.44cm. Asi mismo el ecotipo Rosado de ltalia, fue el
que obtuvo un promedio mayor de 14.79 cm por cada vitroplanta. Con lo que se corrobora
lo mencionado por Darias (1993), que la altura esta influenciada por las caracteristicas

fisioldgicas propias de cada ecotipo.

Cuadro 23. Diferencias entre ecotipos por prueba de Duncan para altura final de planta.

ECOTIPOS PROMEDIO (cm) * DUNCAN
Colorado de Mendoza 10.44 A
R Itali

osado de ltalia 14.79 B

* | Letras desiguales indican que estadisticamente existe diferencias.

El analisis de fuentes de variacion también reporto que no se hallé significacion estadistica
para los diferentes medios de multiplicacion (factor B), la prueba de rango multiple de
Duncan al nivel 1% confirma este resultado, indicando que no existe diferencias
significativas entre los medios “Ms”, “MsM”, “MsM + EQ” y “Ms + EQ” es decir que los

medios de cultivo proporcionan condiciones uniformes para la altura de las vitroplantas.

Cuadro 24. Diferencias entre medios de cultivo por prueba de Duncan para altura final de planta.

MEDIOS DE CULTIVO PROMEDIO (cm) * DUNCAN
MsM. +EQ 13.64 A
Ms. + EQ 13.21 A B
MsM. 12.26 A B C
Ms. 11.35 A B C

* | Letras iguales indican que estadisticamente no existe diferencias
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Figura 29 Comparacién de medias para la variable altura de planta (cm.) por efecto de

los diferentes medios de multiplicacion b1= Ms = Sales de Murashige & Skoog con

vitaminas sintéticas, b2= MsM = Sales de Murashige & Skoog Modificado (sustitucion
de KNOj;, MgSO,, NH4NO3), b3= MsM = Sales de Murashige & Skoog Modificado +

extracto de quinua, y b4 = Ms + extracto de quinua.

Para el factor ( A x B) interaccion ecotipos de ajo por medios de multiplicacién el analisis

de fuentes de variacidén reportdé que no existe diferencias significativas entre los factores

en estudio. Por tanto se puede concluir que los factores son independientes uno del otro,

es decir cuando el factor medios de cultivo cambia los ecotipos en estudio demuestran un

comportamiento independiente al momento de expresar su altura en cm. Esta conducta

independiente puede estar influenciada por el fototropismo positivo, la temperatura.
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Figura 30. Comportamiento de los ecotipos (factor A) segun la variacién de medios de

multiplicacion (factor B ) para la variable altura final de planta en cm.
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En la figura 30 se observa la interaccion ecotipos (factor A) por (factor B) medios de
multiplicacion donde se aprecia que el ecotipo Colorado de Mendoza alcanzé la mayor
altura (12.3 cm) en presencia del el medio “MsM + EQ”, mientras que el medio “MsM” fue
el que obtuvo la menor altura (8.8 cm) en promedio. El ecotipo Rosado de lItalia fue el
que alcanz6 el mayor promedio de altura (15.68 cm) en presencia del el medio “MsM”,

mientras que el medio “Ms” fue el que obtuvo la menor altura (14.09 cm).

Para esta variable también se analiz6 el efecto que causa el extracto de quinua sobre la
altura en las vitroplantas donde, a medida que se suministra el extracto de quinua en los
medios de cultivo, la altura de vitroplanta varia. Para explicar este comportamiento se
realizé el analisis entre los medios “Ms” y "Ms+EQ” siendo la principal diferencia entre
ellos la presencia del extracto de quinua, asimismo se analizdé los medios “MsM” vy
"MsM+EQ” siendo el factor diferencia la presencia del extracto de quinua. Para esta etapa

los resultados se describen a continuacion.

Cuadro 25. Analisis de regresion lineal para los medios “Ms” y " Ms + EQ ” para la variable altura

de planta (cm.)

COEFICIENTES
ECOTIPOS ECUACION DE AJUSTE
a b r r?
Colorado de Mendoza | 7.67 | 2.17 1 1 y=7.67+ 217 x
Rosado de Italia 13.77| 0.32 1 1 y=13.7+ 0.32 x

Fuente = Elaboracion propia

El analisis de regresion lineal del cuadro 25 indica que a medida que se suministra
extracto de quinua en los medios de cultivo la altura de vitroplantas aumenta. Para los
ecotipos Colorado de Mendoza y Rosado de ltalia, el coeficiente de determinacion
“r 2 “indica que el aumento en la altura de vitroplanta es consecuencia del extracto de

quinua en un 100%, asi mismo el coeficiente de correlacién “r “indica que existe una alta
correlacion positiva entre los medios de cultivo y la altura de vitroplanta. Se puede esperar
que a medida que se aumente la proporcion de extracto de quinua, la altura de vitroplanta

aumentara considerablemente. El coeficiente de regresion “b” indica que por cada unidad
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de extracto de quinua suministrado al medio “Ms” la altura de vitroplanta aumentara en
2.1 cm en el ecotipo Colorado y en 0.32 cm para el ecotipo Rosado de Italia. Al respecto
Gdémez (2008), indica que, el extracto de quinua es utilizado en el cultivo de tejidos por
su contenido alto en tiamina (0.84 mg), esta vitamina aporta metabolitos esenciales para el

desarrollo fisioldgico y metabdlico de las vitroplantas.
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Figura 31. Variacion de la altura de planta (en cm.) por efecto del extracto de quinua en los
medios “‘Ms” y “Ms + EQ".

Del mismo modo se analiz6 el efecto del extracto de quinua suministrado al medio “MsM”

(Murashige & Skoog Modificado ) demostrando los siguientes resultados:

Cuadro 26. Analisis de regresion lineal para los medios “MsM”y ” MsM + EQ” .

COEFICIENTES
ECOTIPOS a b i (2 ECUACION DE AJUSTE
Colorado de Mendoza | 5.4 3.45 1 1 y = 5.4+ 3.45x
Rosado de lItalia 16.37 | -0.69 -1 1 y =16.37+ -0.69x

Fuente = Elaboracion propia.
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Para los ecotipos Colorado de Mendoza y Rosado de ltalia, el coeficiente de

determinacién “r ? “indica que la variacion con respecto a la altura de vitroplanta es

producto del extracto de quinua en un 100%, asi mismo el coeficiente de correlacion “r
indica que existe una alta correlacion positiva entre los medios de cultivo y la altura de
vitroplanta. Se puede esperar que a medida que se aumente la proporcion de extracto de
quinua, la altura de vitroplanta aumentara considerablemente para el ecotipo Colorado de
Mendoza, El coeficiente de regresion “b” indica que por cada unidad de extracto de
quinua suministrado al medio “MsM” la altura de vitroplanta aumentara en 3.4 cm
En tanto para el ecotipo Rosado de Italia se manifiesta un coeficiente de correlacion “r
de — 1 indicando que existe un alto grado de asociacion negativa entre los medios y la
altura de vitroplanta. Se puede esperar que a medida que se aumente la proporcién de
extracto de quinua, la altura de vitroplanta disminuira considerablemente. El coeficiente de
regresion “b” indica que por cada unidad de extracto de quinua suministrado al medio

“‘MsM” |a altura de vitroplanta disminuira en 0.69 cm para el ecotipo Rosado de ltalia.

De acuerdo con Mendoza (2008), el extracto de quinua causa un efecto desfavorable en
el medio “MsM” limitando el crecimiento del ecotipo Rosado de Italia dicho efecto es
tolerado por el ecotipo Colorado de Mendoza factor atribuible a las caracteristicas

genotipicas propias de cada ecotipo.
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Figura 32. Variacion de la altura de planta (en cm) por efecto del extracto de quinua en
los medios “MsM”y “MsM + EQ”.
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5.2.3 Numero de hojas

A los 42 dias después de iniciada la etapa se registro el desarrollo de hojas, indicador del
adecuado desarrollo del explante en condiciones in vitro. A continuacién se detalla las

fuentes de variacién para esta variable.

Cuadro 27. Analisis de varianza para numero de hojas.

FUENTES DE VARIACION. | GL SC CM Fc Ft
Ecotipos (A) 1 3.515 3.515 10.714 712 (*)
Medios (B) 3 2.9218 0.9739 2.9683 4.16 NS
Interaccion (AxB) 3 3.4218 1.1406 3.4762 4.16 NS
Error 56 18.375 0.3281
TOTAL 63 28.2343

(**) = Altamente significativo al 1% CV=19.82 %

NS = No significativo estadisticamente.

De acuerdo al cuadro 27, el coeficiente de variacion 19.82% demuestra la confiabilidad de
los resultados para esta investigacion. También se observd que los resultados obtenidos
comprueban la existencia de diferencias altamente significativas entre los ecotipos

Colorado de Mendoza y Rosado de lItalia (factor A) a un nivel de significancia del 1%.

La prueba rango multiple de Duncan confirma la existencia de diferencias altamente
significativas entre los ecotipos Colorado de Mendoza y Rosado de ltalia. En el cuadro 28,
se observa la comparacion de medias para el numero de hojas a un nivel de significancia
del 1%, donde el ecotipo Colorado de Mendoza obtuvo un promedio de 3.1 hojas.
Asimismo mismo el ecotipo Rosado de ltalia, obtuvo un promedio menor de 2.6 hojas por
cada vitroplanta. De acuerdo con Gomez (2008), la formacion de hojas es un proceso

fisiolégico que favorece el desarrollo de otros érganos como ser raices y brotes.

Cuadro 28. Diferencias entre ecotipos por prueba de Duncan 1% para el numero de hojas.

ECOTIPOS PROMEDIO * DUNCAN
Colorado de Mendoza 3.1 A
Rosado de ltalia B

2.6

*/ Letras desiguales indican que estadisticamente existe diferencias.
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El andlisis de fuentes de variacion reportd que no se hallé significacion estadistica para los
diferentes medios de multiplicacion (factor B), la prueba de rango multiple de Duncan al
nivel 1% confirma este resultado indicando que no existe diferencias significativas entre
los medios “Ms”, “MsM”, “MsM + EQ” y “Ms + EQ” es decir que los medios de cultivo

proveen condiciones uniformes para la formacion de hojas.

Vicente (2008), indica que, el hecho de no hallar diferencias significativas, refleja que los
elementos en estudio, estan influenciados por otro tipo de factores, que restringen su

expresion, como ser temperatura, luz, fotoperiodo, humedad.

Cuadro 29. Diferencias entre medios de cultivo por prueba de Duncan (1%) para el numero de

hojas.
MEDIOS DE CULTIVO PROMEDIO * DUNCAN
MsM. 3.25 A
Ms. 2.81 A B
Ms +EQ. 2.81 A B C
MsM + EQ. 2.69 A B C

*/ Letras iguales indican que estadisticamente no existe diferencias

3,50 A
3,00 - AB ABC ABC

2,50 -
2,00
1,50 -
1,00 -
0,50
0,00

HOJAS

MsM Ms Ms+EQ MsM+EQ
ONe° 3,25 2,81 2,81 2,69

MEDIOS DE CULTIVO

Figura 33. Comparacion de medias para la variable nimero de hojas por efecto de
los diferentes medios de multiplicacion b1= Ms = Sales de Murashige & Skoog con
vitaminas sintéticas, b2= MsM = Sales de Murashige & Skoog Modificado (sustitucion
de KNO3, MgSO,, NH4NO3), b3= MsM = Sales de Murashige & Skoog Modificado +

extracto de quinua, y b4 = Ms + extracto de quinua.
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Para el factor interaccion (A x B) ecotipos de ajo por medios de multiplicacion, el analisis
de fuentes de variacidon reportdé que no existe diferencias significativas entre los factores
en estudio. Por tanto se puede concluir que los factores son independientes uno del otro,
es decir, los diferentes medios de cultivo no ejercen ninguna influencia en los ecotipos de
ajo, al momento de la formacion de hojas. Darias (1993), indica que esta conducta
independiente puede estar influenciada por el fototropismo positivo de las hojas, ademas

del nimero de brotes obtenido.
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Figura 34. Comportamiento de los ecotipos (factor A) segun la variacion de medios de

multiplicacion (factor B) para la variable nimero de hojas.

La figura 34 relaciona la interaccion ecotipos de ajo (factor A) por (factor B) medios de
multiplicacion donde el ecotipo Colorado de Mendoza alcanzé el mayor numero de hojas
(3.25) en presencia de los medios: “Ms” y “Ms + EQ”, mientras que el medio “MsM+ EQ”
fue el que obtuvo el menor numero de hojas en promedio (2.8). El ecotipo Rosado de ltalia
alcanzd el mayor numero de hojas (3.3) en presencia del el medio “MsM”, mientras que

los medios “Ms” y “Ms + EQ” obtuvieron un menor numero de hojas (2.3).

El analisis realizado anteriormente estimulod interrogantes como ser, que efecto causa el
extracto de quinua en el medio “Ms”, donde, a medida que se suministra el extracto de
quinua en los medios de cultivo, el numero de hojas no varia. Para explicar este
comportamiento se realizé el analisis entre los medios “Ms” y "Ms+EQ” siendo la principal

diferencia entre ellos la presencia del extracto de quinua, asimismo se analiz6 los medios
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“‘“MsM” y "MsM+EQ” siendo el factor diferencia la presencia del extracto de quinua donde

los resultados se describen a continuacion.
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Figura 35. Variacion en el numero de hojas por efecto del extracto de quinua en los
medios “‘Ms” y “Ms + EQ".

El anadlisis de regresion lineal indica que a medida que se suministra extracto de quinua
en el medio basal “Ms” el numero de hojas no varia, puesto que un coeficiente de
determinacion “r 2 “de “0” (cero) indica que la formacion de hojas no es consecuencia del
extracto de quinua, al contrario es un factor independiente. Asi mismo el coeficiente de

“

correlacion “r “de “0” (cero) indica que los factores no estan relacionados entre si. Se
puede esperar que a medida que aumente la proporcidon de extracto de quinua, el numero
de hojas se manifestara independientemente. En sintesis podemos afirmar que el extracto

de quinua no afecta en el desarrollo de hojas en el medio “Ms” para ambos ecotipos.

Del mismo modo se analizé el efecto del extracto de quinua suministrado al medio “MsM”

(Murashine y Skoog modificado) demostrando los siguientes resultados:

Cuadro 30. Analisis de regresion lineal para los medios “MsM”y ” MsM + EQ” .

COEFICIENTES
ECOTIPOS a b . 2 ECUACION DE AJUSTE
Colorado de Mendoza | 3.3 -0.2 -1 1 y=3.3+ -0.2x
Rosado de ltalia 4.3 -0.9 -1 1 y =4.3+ -0.9x

Fuente = Elaboracion propia.
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Para los ecotipos Colorado de Mendoza y Rosado de ltalia, el coeficiente de
determinacion “r 2 “indica que la variacién con respecto al nimero de hojas es producto del

extracto de quinua en un 100%, asi mismo el coeficiente de correlacion “r “indica que
existe una alta correlacidn negativa entre los medios de cultivo y el numero de hojas. Se
puede esperar que a medida que se aumente la proporcion de extracto de quinua en el
medio basal “MsM”, el numero de hojas disminuira proporcionalmente para ambos
ecotipos. El coeficiente de regresidn “b” indica que por cada unidad de extracto de quinua
suministrado al medio “MsM” el numero de hojas disminuira en 0.2 para el ecotipo

Colorado, y en 0.9 hojas para el ecotipo Rosado de Italia

Mendoza (2008), indica que, el extracto de quinua causa un efecto desfavorable en el
medio “MsM” limitando la formacion de hojas para ambos ecotipos, este efecto puede ser
causado por el antagonismo existente entre la formulacion del “MsM” (sales comerciales)

y el extracto de quinua (ingredientes no purificados).
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Figura 36. Variacibn en el numero de hojas por efecto del extracto de quinua en los
medios “MsM”y “MsM + EQ".

5.2.4 Numero de brotes adventicios.

Luego de haber finalizado la siembra de explantes se procedié a la evaluacion de esta
variable. Se identificé con claridad la presencia de brotes adventicios de origen caulégeno
a partir del dia 25, los mismos que fueron evaluados al término de esta etapa, es decir

después de los 42 dias pasada la siembra del explante, con los siguientes resultados
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Cuadro 31. Analisis de varianza para el numero de brotes.

FUENTES DE VARIACION. GL SC CM Fc Ft
Ecotipos (A) 1 0.390 0.390 7.60 712 (™)
Medios (B) 3 0.671 0.223 4.36 4.16 (*)
Interaccion (AxB) 3 0.671 0.223 4.36 4.16 (™)
Error 56 2.87 0.051
TOTAL 63 4.60

(**) = Altamente significativo al 1% CV=21.02%

NS = No significativo estadisticamente.

El coeficiente de variacion del cuadro 31 indica un 21.02% de variacion, demostrando la
confiabilidad de los resultados obtenidos para esta investigacion. También se observo que
los resultados obtenidos comprueban la existencia de diferencias estadisticas altamente
significativas entre los ecotipos Colorado de Mendoza y Rosado de Italia (factor A) a un

nivel de significancia del 1%.

La prueba rango multiple de Duncan confirma la existencia de diferencias altamente
significativas entre los ecotipos Colorado de Mendoza y Rosado de ltalia. En el cuadro 32,
se observa la comparacion de medias para el numero de brotes a un nivel de significancia
del 1%, donde el ecotipo Colorado de Mendoza obtuvo un promedio de 1.16 brotes. Del
mismo modo mismo el ecotipo Rosado de lItalia, obtuvo un promedio menor de 1 brote

por cada vitroplanta.

Cuadro 32. Diferencias entre ecotipos por prueba de Duncan (1%) para el nimero de brotes.

ECOTIPOS PROMEDIO * DUNCAN
Colorado de Mendoza 1.16 A
Rosado de ltalia 1 B

*/ Letras desiguales indican que estadisticamente existe diferencias.

El analisis de fuentes de variacion reportd diferencias altamente significativas entre los
medios de multiplicacién (factor B), demostrando de esta manera, la heterogeneidad de
los medios para la formacion de brotes. La prueba de rango multiple de Duncan al nivel

1% de forma mas especifica, demostré que los medios “MsM” y “ MsM + EQ”
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significativamente son diferentes, en comparacion a los restantes medios de
multiplicacion, siendo el “MsM” el medio de multiplicacion mas eficaz, al proveer las
condiciones mas favorables para la formacién de brotes, puesto que superd a los demas
medios de cultivo, alcanzando un promedio de 1.16 brotes. No se encontraron diferencias
significativas entre los medios “Ms”y “Ms + EQ” que demostraron la formacion de

1 brote en promedio respectivamente.

Cuadro 33. Diferencias entre medios de cultivo por prueba de Duncan (1%) para el niumero de brotes.

MEDIOS DE CULTIVO PROMEDIO * DUNCAN
MsM. 1.25 A
MsM + EQ. 1.06 A B
Ms. 1.00 B C
Ms + EQ. 1.00 B C

* | Letras iguales indican que estadisticamente no existe diferencias.

Los resultados que se observa en el cuadro 33, entre los medios de cultivo y el numero de
brotes, esta relacionado con la capacidad de regeneracion de brotes que viene
determinada por el genotipo, las condiciones ambientales (suministro de nutrientes,

reguladores, condiciones fisicas) y el estado de desarrollo de la vitroplanta (Pierik, 1990).
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Figura 37.Comparacién de medias para la variable numero de brotes por efecto de
los diferentes medios de multiplicacion Ms = Sales de Murashige & Skoog con
vitaminas sintéticas, MsM = Sales de Murashige & Skoog Modificado (sustitucion
de KNOjz;, MgSO,, NH4NO;), MsM = Sales de Murashige & Skoog Modificado

+ extracto de quinua, y Ms + extracto de quinua.
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La variable numero de brotes adventicios (cuadro 31) demostré también la existencia de
diferencias altamente significativas entre ( A x B) la interaccién, ecotipos de ajo (factor A)
y medios de multiplicacion (factor B) por tanto, la interpretacion de los resultados de esta

fase se realiz6 mediante un analisis de efectos simples para la principal interaccién.

Cuadro 34. Efectos simples para la interaccidén ecotipos (A) por medios de multiplicacion (B) para

la variable numero de brotes adventicios.

FUENTES DE VARIACION. GL SC CM Fc Ft

A (bl) Ms 1 0 0 0 7.12 NS
A (b2) MsM 1 1 1 20 712 (*Y)
A (b3) MsM + EQ 1 0.06 0.06 1.2 7.12 NS
A (b4)Ms +EQ 1 0 0 0 7.12 NS
B (al) Colorado de Mendoza 3 1.34 0.45 9 4.16 (**)
B (a2) Rosado de ltalia 3 0 0 0 4.16 NS
ERROR 56 2.87 0.05

TOTAL 66

(**) = Altamente significativo al nivel 1%

NS = No significativo estadisticamente.

El analisis de efectos simples (Cuadro 34.), muestra que se encontraron diferencias
altamente significativas entre los ecotipos de ajo (factor A) y el medio de multiplicacién
“‘MsM”, y no asi para los medios “Ms”, “MsM +EQ” y “Ms + EQ” puesto que entre ellos no
existe diferencias significativas con respecto a los ecotipos (factor “A”).Para el factor (B)
medios de multiplicaciones se encontraron diferencias altamente significativas entre los
medios de cultivo y el ecotipo Colorado de Mendoza, mientras que el Rosado de lItalia no
manifiesta diferencias significativas en los distintos medios de cultivo. Es decir, que el
medio “MsM” favorece la formacién de brotes en ambos ecotipos y la variacion de
medios de cultivo solo afecta al ecotipo Colorado de Mendoza, estimulando en el, la
formacion de brotes adventicios, mientras que el Rosado de Italia responde de igual
manera a esta variacion. Por tanto se puede indicar que los factores no son
independientes, es decir en cuanto el factor (B) medios de multiplicacion cambia al medio
“‘MsM”, el factor (A) ecotipos (en especial el Colorado de Mendoza) modifica su

comportamiento produciendo mayor numero de brotes.
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Figura 38. Comportamiento de los ecotipos (factor A) segun la variacién de medios de

multiplicacion (factor B) para la variable nimero de brotes.

En la figura 38 se observa la interaccion ecotipos (factor A) por (factor B) medios de
multiplicacion donde se aprecia que, el ecotipo Colorado de Mendoza alcanzé el mayor
numero de brotes (1.5 en promedio) en presencia del el medio “MsM”, en comparacion al
medio “MsM +EQ” que obtuvo 1.25 brotes en promedio. El ecotipo Rosado de Italia fue el
que alcanz6 el menor promedio en cuanto al numero de brotes (1). En presencia de los
medios “Ms” , “MsM”, “MsM +EQ” y “Ms +EQ” su comportamiento en relacion al numero

de brotes fue el mismo.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Quezada (1999), en un estudio similar,
indicando que, el ecotipo que desarroll6 mayor numero de brotes, y por tanto mejor

multiplicacion, fue el Colorado de Mendoza.

El analisis realizado indica que el medio de multiplicacién “MsM” reune las condiciones
mas favorables para promover el desarrollo de brotes, debido a este resultado es
necesario explicar el efecto que causa el extracto de quinua en el medio “MsM” donde, a
medida que se suministrado en los medios de cultivo, el numero de brotes disminuye. Para
explicar este comportamiento se realizdé el analisis entre los medios “Ms” y "Ms+EQ”
siendo la principal diferencia entre ellos la presencia del extracto de quinua, asimismo se
analiz6 los medios “MsM” y "MsM+EQ” siendo el factor diferencia, la presencia del extracto

de quinua, describiendo los siguientes resultados a continuacion.
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Cuadro 35. Analisis de regresion lineal para los medios “MsM” y ” MsM + EQ ” para la variable

numero de brotes

COEFICIENTES
ECOTIPOS ECUACION DE AJUSTE

Colorado de Mendoza 2 -0.5 -1 1 y=2+ -0.5x

Rosado de ltalia - - - - -

Fuente = Elaboracion propia

El analisis de regresion lineal del cuadro 35, indica que, a medida que se suministra
extracto de quinua en el medio “MsM” el numero de brotes disminuye, el coeficiente de
determinacion “r 2 “indica que el descenso en el nimero de brotes es consecuencia del

extracto de quinua en un 100%, asi mismo el coeficiente de correlacién “r “indica que
existe una alta correlacién negativa entre el extracto de quinua y el numero de brotes. Se
puede esperar que a medida que se aumente la proporcion de extracto de quinua, el
numero de brotes disminuira considerablemente. El coeficiente de regresion “b” indica
que por cada unidad de extracto de quinua suministrado al medio “MsM” el numero de

brotes disminuira en 0.5 en el ecotipo Colorado de Mendoza.
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Figura 39. Variacion en el numero de brotes por efecto del extracto de quinua en los medios
‘Ms”y “Ms + EQ”.
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El extracto de quinua no provoca variacion para el ecotipo Rosado de ltalia, es de esperar
que a medida que se aumente la proporcion de extracto de quinua, el numero de brotes se
mantenga en uno. Al respecto Conci (1997), Indica que tasa de multiplicacion en ajo es
variable, segun el tipo de cultivo se puede esperar alrededor 1/6 brotes cada 8 semanas

(es decir 1 vitroplanta de cada seis desarrolla brotes cada ocho semanas).

Del mismo modo se analiz el efecto del extracto de quinua suministrado al medio “Ms”
demostrando que, a medida que se aumente la proporcion de extracto de quinua, el
numero de brotes se mantiene en uno. Es decir que, el extracto de quinua no favorece al
desarrollo de brotes, por tanto solo el ecotipo Rosado de lItalia generd un brote por cada
vitroplanta, corroborando lo mencionado por Pierik (1990), indicando que la capacidad de
regeneracion de brotes viene determinada por el genotipo, el suministro de nutrientes,

reguladores de crecimiento y el estado fisioldgico de la vitroplanta.

Sin embargo los resultados obtenidos con la utilizacién del medio “MsM” fueron todavia
insuficientes para justificar la etapa de multiplicacién, por tanto, en una simultanea
investigacion se utilizé como medio basal el “MsM” mas la accion de Kinetina (1mg/L) y
AIA (2 mg/L) donde el numero de brotes por vitroplanta aumentd satisfactoriamente.
Ademas debe considerarse que si la relacion auxina/citoquinina en el medio de cultivo es
favorable, ayuda a la formacioén de brotes, de lo contrario promueve el enraizamiento y la
callogénesis (Smith, 1992; Dixon, 1994).

Esta investigacion se realizé bajo un disefio completamente al azar con 26 repeticiones
por tratamiento, donde los factores de estudio fueron los ecotipos (Colorado de Mendoza
y Rosado de Italia), bajo el efecto de los reguladores de crecimiento Kinetina (1mg/L) y

AlA (2 mg/L) presentando los siguientes resultados:

Cuadro 36. Analisis de varianza para el numero de brotes bajo el efecto de Kin (1mg/L)
y AlA (2 mg/L).

FUENTES DE VARIACION. GL SC CM Fc Ft
Ecotipos (A) 1 16.173 16.173 121.53 7.19 (**)
Error 50 6.6538 0.133
TOTAL 51 22.892

(**) = Altamente significativo al 1% CV=23.42%

NS = No significativo estadisticamente.
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El coeficiente de variacién del cuadro 36 indica un 23.42% de variacion, demostrando la
confiabilidad de los resultados obtenidos para esta investigacion. También se observo que
los resultados obtenidos comprueban la existencia de diferencias altamente significativas
entre los ecotipos Colorado de Mendoza y Rosado de Italia a un nivel de

significancia del 1%.

La prueba rango multiple de Duncan confirma la existencia de diferencias significativas
entre los ecotipos Colorado de Mendoza y Rosado de Italia bajo el efecto de Kin (1mg/L)y
AIA (2 mg/L). En el cuadro 37, se observa la comparacion de medias para el numero de
brotes a un nivel de significancia del 1%, donde el ecotipo Colorado de Mendoza obtuvo
un promedio de 2.1 brotes por encima del Rosado de ltalia, que obtuvo un promedio

menor de 1 brote por cada vitroplanta.

Cuadro 37. Diferencias entre ecotipos por prueba de Duncan (1%) para el numero de brotes.

ECOTIPOS PROMEDIO * DUNCAN
Colorado de Mendoza 2.1 A
Rosado de ltalia 1 B

* | Letras desiguales indican que estadisticamente existe diferencias.

Al respecto Hurtado y Merino (1997), sefialan que, la presencia auxinas (AIA) vy
citicininas (Kin), favorecen al desarrollo de brotes adventicios. Sin embargo se inactivan
facilmente por la luz'y enzimas celulares, por lo que su uso es limitado (Mejia, 1988).
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Figura 40.Comparacion de medias para la variable numero de brotes bajo el efecto
de Kin (1mg/L) y AIA (2 mg/L) en el medio MsM = Sales de Murashige & Skoog
modificado (sustitucién de KNO3;, MgSO,4, NH,NOs),
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5.3 Etapade microbulbificacion.

Esta fase tuvo por finalidad la obtenciéon de microbulbillos evaluados a las siete semanas
de siembra (42 dias) las variables planteadas para esta etapa fueron evaluadas con
mucho detalle. Se utilizé el “MsM” como medio basal puesto que demostrd ser el medio
que ofrece las mejores condiciones, a el se adicionaron las diferentes concentraciones de

sacarosa (3%, 6%, 9%, y 12%) detallando los siguientes resultados a continuacion.
5.3.1 Numero de microbulbillos.

Se contabilizé el numero de microbulbillos por cada vitroplanta, donde el analisis de

fuentes de variacion determino los siguientes resultados.

Cuadro 38. Analisis de varianza para el numero de microbulbillos.

FUENTES DE VARIACION. GL SC CM Fc Ft
Ecotipos (A) 1 0.015662 0.01562  1.00 7.12 NS
chcnzfrf)gt;a“io?gf de 3 0046875 001562 100  4.14NS
Interaccion (AxB) 3 0.046875 0.01562 1.00 4.16 NS
Error 56 0.875 0.01562
TOTAL 63

NS = Estadisticamente no existe diferencias significativas al 1% CV=12.31%

El analisis de varianza para el numero de microbulbillos (cuadro 38) indica un coeficiente
de variacion del 12.31% lo que indica la confiabilidad de los resultados obtenidos para esta

investigacion.

De esta manera podemos indicar que no existen diferencias significativas entre los
ecotipos de ajo con relacion a la formacion de microbulbillos. En el cuadro 39, se observa
la comparacion de medias por prueba de Duncan a un nivel de significancia del 1%
donde el ecotipo Colorado de Mendoza obtuvo un promedio general de 1.03
microbulbillos. Asimismo el ecotipo Rosado de Italia, obtuvo un promedio general de 1

microbulbillo por cada vitroplanta.
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Cuadro 39. Diferencias entre ecotipos por prueba de Duncan (1%) para el numero

de microbulbillos.

ECOTIPOS PROMEDIO * DUNCAN

Colorado de Mendoza 1.03 A

Rosado de ltalia A

1.0

* [ Letras iguales indican que estadisticamente no existe diferencias.

Para el factor (B), podemos indicar que no se registraron diferencias entre las distintas
concentraciones de sacarosa, ya que ninguna de ellas promovio eficientemente el
desarrollo de microbulbillos. La prueba de rango multiple de Duncan al nivel 1% confirma
este resultado donde la concentracién de sacarosa al 6% obtuvo un microbulbillo mas que

las demas concentraciones como se detalla en el cuadro 39 y la figura 43.

Cuadro 40. Diferencias entre medios de cultivo por prueba de Duncan 1% para el numero

de brotes.
MEDIOS DE CULTIVO PROMEDIO * DUNCAN
6 % de sacarosa 1.06 A
3 % de sacarosa 1.00 A B
9 % de sacarosa 1.00 A B C
12 % de sacarosa 1.00 A B C

* | Letras iguales indican que estadisticamente no existe diferencias.

De acuerdo al cuadro 38 no se encontro significancia entre ( A x B ) la interaccion,
ecotipos de ajo (factor A) y concentraciones de sacarosa (factor B). Por tanto, los factores
son independientes uno del otro, es decir cuando los niveles de sacarosa (factor B)

varian, el factor (A) ecotipos no es afectado por este cambio.

Vicente (2008), indica que, el hecho de no hallar diferencias significativas, refleja que los
elementos en estudio, estan influenciados por otro tipo de factores, que restringen su

expresion, como ser temperatura, luz, fotoperiodo, humedad.
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Sin embargo una de las diez repeticiones al 6% de sacarosa obtuvo 2 microbulbillos por

vitroplanta, los promedios se aprecian en la figura 41.
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Figura 41. Comportamiento de los ecotipos (factor A) segun los diferentes concentraciones de

sacarosa (factor B ) para la variable numero de microbulbillos.

Al respecto Ravnikar et al. (1993) recomienda el uso de acido jasmonico
(aproximadamente 1 mg/L) ya que en una de sus investigaciones, este compuesto
generaba bulbos. Pero este factor depende también de las caracteristicas fisiologicas de

cada ecotipo.

Quezada (1999), en un estudio similar indica que, el unico medio que generd
adicionalmente microbulbillos, fue el que contenia 1 mg/L de acido jasmonico pero

solamente en el ecotipo Rosado de ltalia.
5.3.2 Diametro de microbulbillo.

Las vitroplantas respondieron favorablemente al proceso bulbificacion obteniendo de esta
forma microbulbillos en ellos se midi¢ el diametro ecuatorial (medido en mm. por un
calibrador palmer) en condiciones ex vitro, la evaluacion para esta variable se realizo a

los 42 dias demostrando los siguientes resultados.
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Cuadro 41. Analisis de varianza para el diametro de microbulbillos.

FUENTES DE VARIACION. | GL sC CM  Fc Ft
Ecotipos  (A) 1 62.016  62.016 7540  7.12*
ggcna‘ﬁggador(‘gf de 3 100263 33421 40.63  4.14*
Interaccion. (AxB) 3 12125 4041 4914  4.16™
Error 56 46.054 0.822
TOTAL 63  220.45

(**) = Altamente significativo al 1% CV=14.50%

El andlisis de fuentes de variacion para el diametro de microbulbillos (cuadro 41) indica un
coeficiente de variacién de 14.50 % lo que demuestra la confiabilidad de los resultados

obtenidos y la precision al momento de evaluar esta variable.

Asimismo podemos indicar la existencia de diferencias altamente significativas entre los
ecotipos de ajo con relacion al diametro de microbulbillos (factor A), es decir que los
diametros obtenidos entre ecotipos son diferentes al 1% de sensibilidad estadistica. En el
cuadro 42, se observa la comparacion de medias por prueba de Duncan a un nivel de
significancia del 1% donde el ecotipo Colorado de Mendoza obtuvo un promedio general
de 5.3 mm. Asimismo el ecotipo Rosado de ltalia, obtuvo un promedio mayor de 7.2 mm

por cada vitroplanta.

De acuerdo con Darias (1993); citado por Quezada (1999), esta diferencia en el diametro
de microbulbillos es atribuible a las caracteristicas fisiologicas propia de cada ecotipoy a

las diferentes concentraciones de sacarosa suministradas.

Cuadro 42. Diferencias entre ecotipos por prueba de Duncan (1%) para el diametro

de microbulbillos.

ECOTIPOS PROMEDIO(mm) * DUNCAN

Rosado de ltalia 7.2 A

Colorado de Mendoza

5.3 B

* [ Letras desiguales indican que estadisticamente existe diferencias.
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Para el factor (B) medios de bulbificacién, podemos indicar que existen diferencias
altamente significativas entre las diferentes concentraciones de sacarosa como podemos

apreciar en la figura 42.
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Figura 42. Comparacién de medias para la variable diametro de microbulbillo por efecto de las

diferentes concentraciones de sacarosa (3%, 6%, 9%, y 12%).

La prueba de rango multiple de Duncan al nivel 1% indica que las concentraciones 9% y
6% no demuestran diferencias, alcanzando los maximos promedios 7.44 y 7.16 mm
respectivamente, estas concentraciones demuestran ser las mas favorables para inducir el
proceso de bulbificacion. También se encontraron diferencias significativas entre las
concentraciones 12% y 3% alcanzando promedios menores de 6.16 y 4.25 mm

respectivamente.

Cuadro 43. Diferencias entre medios de cultivo por prueba de Duncan para el diametro

de microbulbillos.

MEDIOS DE BULBIFICACION | PROMEDIO (mm) * DUNCAN
9 % de sacarosa 7.44 A
6 % de sacarosa 7.16 A B
12 % de sacarosa 6.16 C
3 % de sacarosa 4.25 D

* | Letras desiguales indican que estadisticamente existe diferencias.
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La variable diametro de microbulbillo (cuadro 41) demostré también la existencia de
diferencias altamente significativas entre la interaccion ecotipos de ajo (factor A) y medios
de bulbificacion (factor B) por tanto la interpretacion de los resultados de esta fase se

realiz6 mediante analisis de efectos simples para la interaccion.

Cuadro 44. Efectos simples para la interaccién ecotipos (A) por medios de multiplicacion (B) para

la variable diametro de microbulbillo.

FUENTES DE VARIACION. GL SC CM Fc Ft
A (bl) 3% de sacarosa 1 5.522 5.522 6.71 7.126 NS
A (b2) 6% de sacarosa 1 31.64 31.64 38.47 7.126 (*%)
A (b3) 9% de sacarosa 1 32.775 32.775 39.85 7.126 (*%)
A (b4) 12% de sacarosa 1 4.2025 4.2025  5.11 7.126 NS
3
3

B (al) Colorado 42.481 14.16 17.21 4.16 (*)
B (a2) Rosado 69.907 23.30 28.33 4.16 (*)
ERROR 56 46.054 0.8223

TOTAL 66

(**) = Altamente significativo al nivel 1%
NS = No significativo estadisticamente.

El analisis de efectos simples (Cuadro 44.), confirma que, se encontraron diferencias
significativas entre los ecotipos (factor A) a una concentracion de 6% y 9% de sacarosa y
no asi para las concentraciones 3% y 12% esto significa que para inducir la bulbificacion
las concentraciones de sacarosa deberan fluctuar entre 6 y 9% .Para ambos ecotipos
factor (B) se encontraron diferencias significativas entre las concentraciones de sacarosa
por lo tanto, la bulbificacion de los ecotipos de ajo esta en directa relaciéon con, las

concentraciones de sacarosa suministrada.

Gbémez (2008), indica que, una sobresaturacién de sacarosa en el medio de cultivo,
induce a un desequilibrio osmético, produciendo microbulbillos de menor diametro y
anomalos. Asimismo Quezada (1999), indica que, es posible aumentar la concentracion
de sacarosas mediante la utilizacion del medio “MS +B%” (medio basal de Gambort, 1968)
donde la cantidad de macro y micro nutrientes es variable, permitiendo el aumento de la

concentracion de sacarosa.
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Figura 43. Comportamiento de los ecotipos (factor A) segun la variaciéon en
las concentraciones de sacarosa 3%,6%,9%,12% (factor B) para la variable

diametro de microbulbillo.

En la figura 43 se observa la interaccién ecotipos (factor A) por (factor B)
concentraciones de sacarosa donde se aprecia que el ecotipo Rosado de Italia alcanzé
el mayor didmetro de microbulbillo (8.9 mm) a una concentraciéon del 9% de sacarosa
mientras que al 3% obtuvo un diametro menor (4.8 mm) en promedio. El ecotipo Colorado
de Mendoza alcanzé un promedio de 6.7 mm como maximo a una concentracion del 6%

de sacarosa mientras que al 3% obtuvo su menor diametro (3.7 mm).

De acuerdo con estos resultados se puede indicar que el ecotipo Colorado de Mendoza
alcanza su maximo diametro a una concentracion del 6% de sacarosa, pasado este
porcentaje el diametro de microbulbillo disminuye considerablemente. El ecotipo Rosado
de ltalia alcanza su maximo diametro a una concentracién del 9% de sacarosa, pasado
este porcentaje el diametro de microbulbillo tiende a disminuir, probablemente producto de

una sobre saturacion de carbono en el medio de cultivo (Mendoza, 2008).

Para explicar este comportamiento de forma mas detallada se analiz6 el grado de

correlaciéon que existe entre las diferentes concentraciones de sacarosa (3%,6%,9%,12%.)
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con relacion al diametro de microbulbillo. Para esta etapa los resultados se describen a

continuacion.

Cuadro 45. Analisis de regresion lineal para las concentraciones de sacarosa 3%,6%,9%,12%.

COEFICIENTES
ECOTIPOS ECUACION DE AJUSTE
a b r r?
Colorado de Mendoza | 4.61 0.08 0.25 | 0.065 y =4.61+ 0.08x
Rosado de Italia 4.9 0.31 0.7 0.5 y=49 + 0.31x

Fuente = Elaboracion propia
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Figura 44. Variaciéon del diametro de microbulbillo del ecotipo Colorado de Mendoza por efecto de

las concentraciones de sacarosa 3%,6%,9%,12%".

El analisis de regresion lineal del cuadro 45 confirma que, a medida que se aumenta la
concentracion de sacarosa (hasta el 6%) para el ecotipo Colorado de Mendoza el
diametro de microbulbillo aumenta, pasado esa concentracion el diametro disminuye
considerablemente. El coeficiente de determinacién “r 2 “indica que el aumento en el
diametro es consecuencia del porcentaje de sacarosa en un 65%, el restante 35% se
debe a otros factores, segun Darias (1993), la temperatura, fotoperiodo y las
caracteristicas fisioldgicas propias de cada ecotipo. Asi mismo el coeficiente de

correlacion “r “indica que existe una asociacion positiva entre las concentraciones de

sacarosa y el aumento en el diametro de microbulbillo. Se puede esperar que a medida
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que se aumente la concentracion de sacarosa hasta el 6%, el diametro de microbulbillo
aumentara. El coeficiente de regresion “b” indica que por cada mg. de sacarosa

suministrado al medio de bulbificacion el diametro de microbulbillo aumenta en 0.08 mm.

De la misma manera se realiz6 el analisis de regresion lineal para el ecotipo Rosado de
Italia, donde el diametro de microbulbillo aumenta hasta una concentracion del 9% de
sacarosa, pasado esa concentracion el diametro disminuye considerablemente. El
coeficiente de determinacion “r 2 “indica que el aumento en el diametro es consecuencia
del porcentaje de sacarosa en un 50%, el restante 50% se debe a otros factores como ser
la temperatura, fotoperiodo y las caracteristicas fisioldgicas propias de cada ecotipo. Asi

mismo el coeficiente de correlacion “r “indica que existe asociacién positiva entre las
concentraciones de sacarosa y el aumento en el diametro de microbulbillo. Se puede
esperar que a medida que se aumente la concentracion de sacarosa hasta el 9%, el
diametro de microbulbillo aumentara. El coeficiente de regresién “b” indica que por cada
mg. de sacarosa suministrado al medio de bulbificacion el diametro de microbulbillo

aumenta en 0.31 mm.
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Figura 45. Variacién del diametro de microbulbillo del ecotipo Rosado de lItalia por efecto de las

concentraciones de sacarosa 3%,6%,9% y 12%.

Gbémez (2008), indica que, es importante evaluar los factores que también influyen en el
proceso de bulbificacién (temperatura, fotoperiodo, humedad, genotipo), puesto que el

efecto de estos factores resultan ser determinantes al momento de inducir la bulbificacion.
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5.3.3 Diametro de microbulbillos curados.

El proceso de curado conlleva el sometimiento de los microbulbillos  (ex vitro) a
temperatura ambiente por el lapso de 72 hrs. lo que provoca la desecacion de las hojas
externas (catafilas), pasado esta etapa se midi6 el didmetro ecuatorial de cada
microbulbillo curado (medido en mm por un calibrador palmer) donde los resultados

obtenidos se describen a continuacion.

Cuadro 46. Andlisis de varianza para el diametro de microbulbillos curados.

FUENTES DE VARIACION. GL SC CM Fc Ft

Ecotipos (A) 1 57.002 57.002 69.66 7.12 (*)

dconce””a‘:iones 3 97.841 32613 39.85  4.14 (*)
e sacarosa (B)

Interaccién (A x B) 3 10.468 3.489 4.264 4.16 (**)

Error 56 45.824 0.8183

TOTAL 63 211.137

(**) = Altamente significativo al 1% CV=15.32%

NS = No significativo estadisticamente.

El coeficiente de variacion del cuadro 46 indica un 15.32% de variacion, demostrando la
confiabilidad de los resultados obtenidos para esta investigacion. También se observo que
los resultados obtenidos comprueban la existencia de diferencias altamente significativas
entre los ecotipos Colorado de Mendoza y Rosado de Italia (factor A) a un nivel de

significancia del 1%.

La prueba rango multiple de Duncan confirma la existencia de diferencias altamente
significativas entre los ecotipos Colorado de Mendoza y Rosado de Italia. En el cuadro 47,
se observa la comparaciéon de medias para el diametro de microbulbillos curados, a un
nivel de significancia del 1%, donde el ecotipo Colorado de Mendoza obtuvo un promedio
menor de 4.95 mm. Del mismo modo mismo el ecotipo Rosado de lItalia, obtuvo un

promedio mayor de 6.85 mm por cada microbulbillo.

Arguello (2000), indica que en la etapa de curado, es suficiente la desecacion de la hoja
mas externa del bulbo, lo que proporciona la proteccion necesaria, favoreciendo el

proceso de dormancia.
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Cuadro 47. Diferencias entre ecotipos por prueba de Duncan (1%) para el diametro

de microbulbillos curados.

ECOTIPOS PROMEDIO (mm) * DUNCAN
Rosado de lItalia 6.85 A
Colorado de Mendoza 4.96 B

* [ Letras desiguales indican que estadisticamente existe diferencias.

Para el factor (B) medios de bulbificacion, podemos indicar que existen diferencias
altamente significativas entre las diferentes concentraciones de sacarosa como podemos

apreciar en la figura 46.

La prueba de rango multiple de Duncan al nivel 1% indica que las concentraciones 9% y
6% no demuestran diferencias, alcanzando los maximos promedios 7.11 y 6.83 mm
respectivamente, estas concentraciones demuestran ser las mas favorables para inducir el
proceso de bulbificacion. También se encontraron diferencias significativas entre las
concentraciones 12% y 3% alcanzando promedios menores de 5.74 y 3.96 mm

respectivamente.

Cuadro 48. Diferencias entre medios de cultivo por prueba de Duncan (1%) para el diametro

de microbulbillos curados.

MEDIOS DE BULBIFICACION | PROMEDIO (mm) * DUNCAN
9 % de sacarosa 7.11 A
6 % de sacarosa 6.83 A B
12 % de sacarosa 5.74 C
3 % de sacarosa 3.96 D

* | Letras iguales indican que estadisticamente no existe diferencias.

Como se puede apreciar en la figura 46 el medio de bulbificacién al 9% alcanzé el
maximo diametro de microbulbillo curado 7.1 mm mientras que a una concentracion del
6% se obtuvo un diametro de 6.8 mm sin embargo estas dos concentraciones no muestran
diferencias significativas en comparacion a las concentraciones 12% y 3% obteniendo

resultados de 5.7 mm y 3.9 mm respectivamente.
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Figura 46. Comparacion de medias para la variable diametro de microbulbillo curado por efecto

de las diferentes concentraciones de sacarosa (3%, 6%, 9%, y 12%)

La variable diametro de microbulbillo curado (cuadro 46) demostré también la existencia
de diferencias altamente significativas entre la interaccion ecotipos de ajo (factor A) y
medios de bulbificacion (factor B) por lo tanto la interpretacion de los resultados de esta

fase se realiz6 mediante analisis de efectos simples detallado a continuacion.

Cuadro 49. Efectos simples para la interaccion ecotipos (A) por medios de multiplicacion (B) para

la variable diametro de microbulbillo curado.

FUENTES DE VARIACION. GL SC CM Fc Ft

A (bl) 3% de sacarosa 1 5.4056 5.4056 6.60 7.126 NS
A (b2) 6% de sacarosa 1 28.09 28.09 34.32 7.126 (**)
A (b3) 9% de sacarosa 1 29.97 29.97 36.62 7.126 (**)
A (b4) 12% de sacarosa 1 4.00 4.00 4.88 7.126 NS
B (al) Colorado 3 42.237 14.07 17.19 416 (**)
B (a2) Rosado 3 66.07 22.024  26.91 416 (**)
ERROR 56 45.824 0.8183

TOTAL 66

(**) = Altamente significativo al nivel 1%
NS = No significativo estadisticamente.
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El analisis de efectos simples (Cuadro 49), muestra que se encontraron diferencias
significativas entre los ecotipos (factor A) a una concentracion de 6% y 9% de sacarosa y
no asi para las concentraciones 3% y 12% esto significa que para promover uno eficiente
curado de microbulbillo, las concentraciones de sacarosa deberan fluctuar entre 6 y 9%
Para ambos ecotipos factor (B) se encontraron diferencias significativas entre las
concentraciones de sacarosa, por lo tanto, el diametro de microbulbillo curado esta en

directa relaciéon con las concentraciones de sacarosa suministradas
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Figura 47. Comportamiento de los ecotipos (factor A) segun la variaciéon en
las concentraciones de sacarosa 3%,6%,9%,12% (factor B ) para la variable

diametro de microbulbillo curado.

En la figura 47 se observa la interaccién ecotipos (factor A) por (factor B)
concentraciones de sacarosa donde se aprecia que el ecotipo Rosado de Italia alcanzé
el mayor diametro de microbulbillo curado (8.5 mm) a una concentracién del 9% de
sacarosa mientras que al 3% obtuvo un diametro (4.5 mm) en promedio. El ecotipo
Colorado de Mendoza alcanzé un promedio de (6.3 mm) como maximo a una
concentracion del 6% de sacarosa mientras que al 3% obtuvo su menor

diametro (3.4 mm).

De acuerdo con estos resultados se puede indicar que el ecotipo Colorado de Mendoza
alcanza su maximo diametro curado a una concentracion del 6% de sacarosa, pasado
este porcentaje el diametro de microbulbillo disminuye considerablemente. El ecotipo
Rosado de ltalia alcanza su maximo diametro curado a una concentracién del 9% de

sacarosa, pasado este porcentaje el diametro de microbulbillo tiende a disminuir.
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Quezada (1999), menciona que el curado es una rapida desecacion de las hojas externas
para proteger la hoja de reserva y el brote, de posibles ataques de patdégenos, ademas
que esta variable servira para confirmar los resultados que se obtuvieron con el diametro

de los microbulbillos ex vitro.

Para explicar este comportamiento de forma mas detalla se analizé6 el grado de
correlacién que existe entre las diferentes concentraciones de sacarosa (3%,6%,9%,12%.)
con relacion al diametro de microbulbillo curado. Para esta etapa los resultados se

describen a continuacion.

Cuadro 50. Analisis de regresion lineal para las concentraciones de sacarosa 3%,6%,9%,12%.

COEFICIENTES
ECOTIPOS ECUACION DE AJUSTE
a b r r?
Colorado de Mendoza | 4.34 | 0.083 | 0.24 | 0.059 y =4.34 + 0.083x
Rosado de ltalia 4.67 0.29 0.67 0.45 y=4.9 + 0.31x

Fuente = Elaboracion propia

El analisis de regresion lineal del cuadro 50 indica que, a medida que se aumenta la
concentracion de sacarosa (hasta el 6%) para el ecotipo Colorado de Mendoza el
diametro de microbulbillo aumenta, pasado esa concentracion el diametro disminuye
considerablemente. El coeficiente de determinacién “r 2 “indica que el diametro de
microbulbillo curado es consecuencia del porcentaje de sacarosa en un 59%, el restante
41% se debe a factores como ser la temperatura ambiente que se proporciona al
microbulbillo después de las condiciones in vitro, ademas de las caracteristicas

fisiolégicas propias de cada ecotipo. Asi mismo el coeficiente de correlacion “r “indica que
existe una asociacién positiva entre las concentraciones de sacarosa y el diametro de
microbulbillo curado. Se puede esperar que a medida que se aumente la concentracion de
sacarosa hasta el 6%, el diametro de microbulbillo aumentara. El coeficiente de regresion
“b” indica que por cada mg. de sacarosa suministrado al medio de bulbificacién el

diametro de microbulbillo aumenta en 0.083 mm.
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Figura 48. Variaciéon del diametro de microbulbillo curado del ecotipo Colorado de Mendoza por

efecto de las concentraciones de sacarosa 3%,6%,9%,12%.

De la misma manera se realiz6 el andlisis de regresion lineal para el ecotipo Rosado de
Italia, donde el diametro de microbulbillo aumenta, hasta una concentracién del 9% de
sacarosa pasado esa concentracion el diametro disminuye considerablemente. El
coeficiente de determinacion “r ? “indica que el diametro de microbulbillo curado es
consecuencia del porcentaje de sacarosa en un 45%, demostrando que el restante 55% se
debe a factores propios del curado de microbulbillo como ser la temperatura ambiente, vy
sus propias caracteristicas fisiologicas. Asi mismo el coeficiente de correlacidon
“r “indica que existe una asociacion positiva entre las concentraciones de sacarosa y el
aumento en el diametro de microbulbillo. Se puede esperar que a medida que se aumente
la concentracién de sacarosa hasta el 9%, el diametro de microbulbillo aumentara. El
coeficiente de regresion “b” indica que por cada mg de sacarosa suministrado al medio

de bulbificacién el diametro de microbulbillo aumenta en 0.29 mm.
El resultado de un buen curado se verifica practicamente cuando el bulbo no posee olores

extrafios (causado por hongos o bacterias), ni manchas sobre los dientes, el falso tallo

debe tener un diametro reducido (Burba, 1991).
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Figura 49. Variaciéon del diametro de microbulbillo curado del ecotipo Rosado de lItalia por efecto

de las concentraciones de sacarosa 3%,6%,9%,12%".

5.3.4 Peso de microbulbillos ex vitro.

Posterior al curado se pesd cada microbulbillo por separado, mediante una balanza

analitica la evaluacién para esta variable se realizd6 a los 45 dias demostrando los

siguientes resultados.

Cuadro 51. Analisis de varianza para peso de microbulbillos ex vitro.

FUENTES DE VARIACION. GL SC CM Fc Ft
Ecotipos (A) 1 1.257 1.257  129.59 7.12(*%)
g:cnaﬁi’;t;a‘:io?gf de 3 0.3625  0.120 12455  4.14(*)
Interaccién. (AxB) 3 0.2917 0.097 10.023 4.16(**)
Error 56 0.5433 0.0097
TOTAL 63 2.455

(**) = Altamente significativo al 1% CV=28.69%

El analisis de fuentes de variacion para el peso de microbulbillos ex vitro (cuadro 51)

indica un coeficiente de variacion de 28.69 % lo que demuestra la confiabilidad de los

resultados obtenidos al momento de evaluar esta variable.
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Asimismo podemos indicar la existencia de diferencias altamente significativas entre los
ecotipos de ajo (factor A), con relacion peso de microbulbillos ex vitro es decir que el peso
obtenido entre ecotipos son diferentes al 1% de sensibilidad estadistica. En el cuadro 52,
se observa la comparacion de medias por prueba de Duncan a un nivel de significancia
del 1% donde el ecotipo Colorado de Mendoza obtuvo un promedio general de 0.20 gr.
Asimismo el ecotipo Rosado de Italia, obtuvo un promedio mayor de 0.48 gr. por cada

microbulbillo.

Cuadro 52. Diferencias entre ecotipos por prueba de Duncan (1%) para el peso de

microbulbillos ex vitro.

ECOTIPOS PROMEDIO (gr.) * DUNCAN
Rosado de lItalia 0.48 A
Colorado de Mendoza 0.20 B

* | Letras desiguales indican que estadisticamente existe diferencias.

Para el factor (B) medios de bulbificacién, podemos indicar que existen diferencias
altamente significativas entre las diferentes concentraciones de sacarosa como podemos

apreciar el cuadro 51.

La prueba de rango multiple de Duncan al nivel 1% indica que las concentraciones 9% y
6% no demuestran diferencias con respecto al peso de microbulbillos, alcanzando los
maximos promedios 0.44 y 0.36 gr. respectivamente, estas concentraciones demuestran
ser las mas favorables para inducir el proceso de bulbificacién. Asimismo no se
encontraron diferencias significativas entre las concentraciones 6% y 12% alcanzando
promedios de 0.36 y 0.34 gr respectivamente. La concentracién 3% de sacarosa
muestra diferencias significativas con respecto a las demas concentraciones, siendo su

peso el mas bajo promedio registrado 0.23 gr.

De acuerdo con Darias (1993); citado por Quezada (1999), esta diferencia en el peso es
atribuible a las diferentes concentraciones de sacarosa suministradas y las caracteristicas

genotipicas propias de cada ecotipo.
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Cuadro 53. Diferencias entre medios de bulbificacion por prueba de Duncan (1%) para el peso

de microbulbillos ex vitro.

MEDIOS DE BULBIFICACION PROMEDIO (gr.) * DUNCAN
9 % de sacarosa 0.44 A
6 % de sacarosa 0.36 A B
12 % de sacarosa 0.34 B C
3 % de sacarosa 0.23 D

* | Letras desiguales indican que estadisticamente existe diferencias.

La variable peso de microbulbillo (cuadro 51) demostré también la existencia de
diferencias altamente significativas entre la interaccion ecotipos de ajo (factor A) y medios
de bulbificacion (factor B) por lo tanto, la interpretacion de los resultados para esta

variable se realizé mediante analisis de efectos simples para la interaccion.

Cuadro 54. Efectos simples para la interaccion ecotipos (A) por medios de multiplicacion (B) para

la variable peso de microbulbillo.

FUENTES DE VARIACION. GL SC CM Fc Ft

A (bl) 3% de sacarosa 1 0.0689 0.0689 7.10 7.126 NS
A (b2) 6% de sacarosa 1 0.102 0.102 10.51 7.126 (*)
A (b3) 9% de sacarosa 1 0.688 0.688 70.92 7.126 (**)
A (b4) 12% de sacarosa 1 0.688 0.688 70.92 7.126 (*)
B (al) Colorado 3 0.1136 0.0378 3.814 4.16 NS
B (a2) Rosado 3 0.5410 0.1803 18.55 4.16 (*%
ERROR 56 0.5433 0.0097

TOTAL 66

(**) = Altamente significativo al nivel 1%
NS = No significativo estadisticamente.

El analisis de efectos simples (Cuadro 54), muestra que se encontraron diferencias
significativas entre los ecotipos (factor A) a una concentracion del 6%, 9% y 12% de
sacarosa y no asi para la concentracion 3% esto significa que para inducir la variacién en
el peso de microbulbillos las concentraciones de sacarosa deberan fluctuar entre
6%,9 % y 12% .Los medios de bulbificacion (B) ejercen diferencias significativas entorno
al peso para el ecotipo Rosado de Italia, mientras que el ecotipo Colorado de Mendoza el

peso de microbulbillo es semejante en los medios de bubificacion por lo tanto la
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bulbificacién de los ecotipos de ajo esta en directa relacién con las concentraciones de
sacarosa suministradas. Estos resultados concuerdan con los estudios realizados por
Ravnikar (1993), quien investigd la accidon de la sacarosa en la formacion de
microbulbillos, comprobando que las concentraciones 6y 9 % son las mas apropiadas

para inducir la variacion en el peso de microbulbillos.
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Figura 50. Comportamiento de los ecotipos (factor A) segun la variaciéon en
las concentraciones de sacarosa 3%,6%,9%,12% (factor B ) para la variable

peso de microbulbillo ex vitro.

En la figura 50 se observa la interaccién ecotipos (factor A) por (factor B)
concentraciones de sacarosa donde se aprecia que el ecotipo Rosado de Italia alcanzé
el mayor peso de microbulbillo (0.65 gr) a una concentracion del 9% de sacarosa, mientras
que, al 3% obtuvo un peso de (0.30 gr) en promedio. El ecotipo Colorado de Mendoza
alcanzo6 un promedio de (0.28 gr) como maximo a una concentracion del 6% de sacarosa

mientras que al 3% obtuvo un peso menor de 0.17 gr.

De acuerdo con estos resultados se puede indicar que el ecotipo Colorado de Mendoza
alcanza su maximo peso a una concentracién del 6% de sacarosa, pasado este porcentaje
el peso de microbulbillo disminuye considerablemente. El ecotipo Rosado de Italia alcanza
su maximo peso a una concentracion del 9% de sacarosa, pasado este porcentaje el peso
de microbulbillo tiende a disminuir, segun Mendoza (2008), probablemente producto de

una sobre saturacion de carbono en el medio de cultivo.
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Para explicar este comportamiento de forma mas detalla, se analizé el grado de
correlacion que existe entre las diferentes concentraciones de sacarosa
(3%,6%,9%,12%".) en los medios de bulbificacién con relacién al peso de microbulbillo.

Para esta etapa los resultados se describen a continuacion.

Cuadro 55. Analisis de regresion lineal para las concentraciones de sacarosa 3%,6%,9%,12%.

COEFICIENTES
ECOTIPOS ECUACION DE AJUSTE

Colorado de Mendoza | 0.24 | -0.005 |- 0.30| 0.095 y =0.24 + -0.005x

Rosado de ltalia 0.25 | 0.031 0.8 0.65 y=0.25 + 0.031x

Fuente = Elaboracion propia
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Figura 51. Variacion del peso de microbulbillo para el ecotipo Colorado de Mendoza por efecto de

las concentraciones de sacarosa 3%,6%,9%,12%".

El andlisis de regresion lineal del cuadro 55 confirma que a medida que se aumenta la
concentracion de sacarosa (hasta el 6%) para el ecotipo Colorado de Mendoza el peso de
microbulbillo aumenta, pasado esa concentracién el peso disminuye considerablemente.
El coeficiente de determinacion “r 2 “indica que la variacion en el peso de microbulbillo es
consecuencia de las concentraciones de sacarosa en un 95%, el restante 5% se debe a
las caracteristicas fisiolégicas propias de cada ecotipo asi mismo el coeficiente de

correlaciéon  “r “indica que existe asociacion negativa pasada el 6% de sacarosa. Se
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puede esperar que a medida que se aumente la concentracién de sacarosa pasado el 6%,
el peso de microbulbillo disminuira. El coeficiente de regresion “b” indica que por cada mg
de sacarosa suministrado al medio de bulbificacion el peso de microbulbillo disminuira
en 0.005 gr.
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Figura 52. Variacién del peso de microbulbillo del ecotipo Rosado de Italia por efecto de las

concentraciones de sacarosa 3%,6%,9%,12%".

De la misma manera se realizo el analisis de regresion lineal para el ecotipo Rosado de
Italia, donde el peso de microbulbillo aumenta, hasta una concentracion del 9% de
sacarosa, pasado esa concentracidon el diametro disminuye considerablemente. EIl
coeficiente de determinacion “r ? “indica que el aumento en el peso es consecuencia del
porcentaje de sacarosa en un 65%, el restante 35% se debe a otros factores como ser las
caracteristicas fisioldgicas propias de cada ecotipo. Asi mismo el coeficiente de

“

correlacion “r “indica que existe una asociacion positiva entre las concentraciones de
sacarosa y el aumento en el peso de microbulbillo. Se puede esperar que a medida que se
aumente la concentracion de sacarosa hasta el 9%, el diametro de microbulbillo
aumentara. El coeficiente de regresion “b” indica que por cada mg. de sacarosa
suministrado al medio de bulbificacién el peso de microbulbillo aumenta en 0.25 gr. Al
respecto Gomez (2008), menciona que, las concentraciones de sacarosa son un factor
determinante para producir una variacion en el peso de microbulbillos, tal variacion es
producto de un aumento en el potencial osmoético en el medio de cultivo,
asimismo, Darias (1993), indica que esta diferencia es también influenciada por las

caracteristicas genotipicas propias de cada ecotipo.
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5.4 Andlisis econdmico.

Para una mejor interpretacion y comprension del analisis realizado, se tomaron en

cuenta los costos que varian por cada tratamiento en relacion a los insumos (Anexo 8), en

ellos se identificd la variacidon de un tratamiento a otro. La interpretacion se realizé en

primera instancia por etapas y posteriormente en forma individual.

Cuadro 56. Analisis de costos totales para la etapa de establecimiento.

Item Establecimiento
Sales nutritivas Ms 1025.5
Insumos de laboratorio. 1307.5
Material vegetal 80
Otros 525
Total Bs. 2938
Total $us. 391,73

En el cuadro 56 se detalla los costos totales para la etapa de establecimiento en funcion

al medio basal “Ms” (Murashige & Skoog, 1962). El costo total al que haciende esta etapa

es 391.73 $us. En el cuadro 57 se muestra el analisis de costos individuales para cada

explante introducido en la etapa de establecimiento, el costo total por cada vitroplanta

asciende a 4.08 $us tomando en cuenta la formulacion del medio de cultivo “Ms”, los

insumos utilizados, y el costo de mantenimiento de los equipos necesarios para realizar

esta investigacion.

Cuadro 57. Analisis de costos individuales para la etapa de establecimiento por cada explante.

Item Establecimiento
Sales nutritivas 11.20
Insumos de laboratorio. 13.61
Material vegetal 0.33
Otros 5.46
Total Bs / vitroplanta. 30.6
Total $us. 4.08

tratamiento en funcion a los insumos (Anexo 9),

Para la etapa de multiplicacion se tomaron en cuenta los costos variables por cada

las principales variaciones fueron
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producto del extracto de quinua suministrado a los diferentes medios y la formulacién del

medio de cultivo “MsM” con sales comerciales (SC).

Cuadro 58. Analisis de costos individuales para la etapa de multiplicacion por cada vitroplanta.

Multiplicacion

Tratamientos

ltem
Ms MsM MsM +EQ Ms+EQ

Sales nutritivas 17,09 5,50 5,63 17,22
Vitroplantas 30,60 30,60 30,60 30,60
Extracto de quinua ( EQ) 0 0 3.5 3.5

Otros 8,75 8,75 8,75 8,75
Total Bs / vitroplanta. 56,44 44,85 48.48 60.07
Total $us. 7,53 5,98 6.46 8.01

En el cuadro 58 se aprecia el costo individual por tratamiento donde el medio de cultivo

“MsM” demostré ser el medio mas econdémico, alcanzando un valor de 5.98 $us por cada

vitroplanta, costo que refleja el bajo precio en su formulacion. El “MsM” demostrd también

ser el medio mas eficiente al momento de promover la formacion de brotes adventicios,

en comparacion a los medios “MsM+EQ” , “Ms” y “Ms+EQ” que alcanzaron costos de

producciéon de 6.46 $us ; 7.53 $Sus y 8.0 $us respectivamente siendo el “Ms+EQ” el

medio de cultivo mas costoso para producir una vitroplanta.

Cuadro 59. Analisis de costos totales, individuales y relacién beneficio / costo para la etapa de

multiplicacion.

Tratamientos Costo to'tal por ' Cp;to Relac_ié.n

tratamiento individual beneficio

Factor A Factor B ($us) ($us) costo(B/C)
Ms 376,3 7,53 1.06
Colorado de MsM 239,2 5,98 1.33
mendoza MsM + EQ 258,5 6.46 1.23
Ms + EQ 320,4 8.01 0.99
Ms 376,3 7,53 1.06
Rosado de MsM 239,2 5,98 1.33
Italia MsM + EQ 258,5 6.46 1.23
Ms + EQ 320,4 8.01 0.99
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En el cuadro 59 se destaca el precio total por cada tratamiento, donde el “MsM”
demuestra ser el medio de cultivo mas rentable, promoviendo la mayor Relacidn
“Beneficio/Costo” de 1.33 es decir que adicionalmente al 1 $us invertido, se gana 0,33 $us
por cada vitroplanta elaborada. Considerando que el precio unitario por cada vitroplanta es

comercializado en 8 $us como promedio.

Sin embargo los resultados obtenidos con la utilizacién del medio “MsM” fueron todavia
insuficientes para justificar la etapa de multiplicacion, por tanto, en una simultanea
investigacion se utilizé como medio basal el “MsM” mas la accion de Kinetina (1mg/L) y
AIA (2 mg/L) donde el numero de brotes por vitroplanta aumento satisfactoriamente. Para
esta investigacion se evaluo los costos de produccion de cada vitroplanta bajo el efecto de
los reguladores de crecimiento Kinetina (1mg/L) y AIA (2 mg/L) presentando los

siguientes resultados:

Cuadro 60. Analisis de costos individuales para la etapa de multiplicacion bajo el efecto de

reguladores de crecimiento Kinetina (1mg/L) y AIA (2 mg/L).

Tratamiento con “KIN + AIA”

Costos fijos MSM 44,85

Kin (1mg/L) 12.12

Costos que varian
AlA (2 mg/L) 15.00

Costo Total MSM + KIN y AIA 71,97

Total $us / vitroplanta. 9,60

En el cuadro 60, se observa que el costo de cada vitroplanta es de 9.60 $us costo
justificado por el satisfactorio resultado obtenido, puesto que, bajo el efecto de Kinetina
(Mfmg/L) y AIA (2 mg/L) el numero de brotes aumento satisfactoriamente. Al respecto
Gbémez (2008), indica que formacion de brotes es una de las etapas fundamentales en la
micropropagacion ya que no solamente permite obtener un alto numero de clones
homogéneos, sino que es una de las formas de bajar los costos de produccion, al
momento de inducir a una vitroplanta que forme dos brotes, el costo de produccion

individual se reduce a la mitad.
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Cuadro 61. Analisis de costos totales, individuales y relacién beneficio / costo para la etapa de

bubificacion.
Tratamientos Costo to_tal por _ Cp_sto Relac_ié_n
tratamiento individual beneficio
Factor A Factor B ($us) ($us) costo(B/C)
3% 333.7 6.7 1.34
Colorado de 6% 368.3 74 1.21
Mendoza 9% 403.0 8.1 1.11
12% 437.7 8.8 1.02
3% 333.7 6.7 1.34
Rosado de 6% 368.3 74 1.21
Italia 9% 403.0 8.1 1.11
12% 437.7 8.8 1.02

En el cuadro 61 se destaca el precio total por cada tratamiento para promover el proceso
de bulbificacibon donde la concentracion 3% de sacarosa obtiene el mayor
“Beneficio / Costo“ de 1.34 es decir que, adicionalmente al 1 $us invertido, se gana
0,34 $us por cada microbulbillo. Sin embargo los resultados indican que para el ecotipo
Colorado de Mendoza la mejor concentracion para promover el proceso de bulbificacion es
sacarosa al 6% teniendo un costo por tratamiento de 368.3 $us y un costo
individual de 7.4 $us obteniendo un “Beneficio / Costo” de 1.21 es decir que
adicionalmente al 1 $us invertido, se gana 0,21 $us por cada microbulbillo. En el ecotipo
Rosado de ltalia la mejor concentracion para promover el proceso de bulbificacion es
sacarosa al 9% donde el precio total del tratamiento es de 403.0 $us y un costo individual
de 8.1 $us obteniendo un “Beneficio / Costo” de 1.11 es decir que adicionalmente

al 1 $us invertido, se gana 0,11 $us.
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Cuadro 62. Analisis de costos individuales para la etapa de bulbificacién bajo el efecto de las

distintas concentraciones de sacarosa 3%, 6%, 9%, 12%.

Bulbificacion

Tratamientos
ITEM
3% 6% 9% 12%
Sacarosa. 5,2 10,4 15,6 20,8
Vitroplantas. 44,85 44,85 44,85 44,85
Total Bs / vitroplanta. 50,05 55,25 60,45 65,65
Total $us. 6,7 7,4 8,1 8,8

En el cuadro 62 se muestra el costo final de cada microbulbillo obtenido en esta
investigacion, de acuerdo a los resultados alcanzados las concentraciones 9% y 6%
fueron las mas favorables para inducir el proceso de bulbificacién, siendo sus costos de
produccién individual 8.1 $us y 7.4 $us respectivamente que se encuentran dentro del
costo normal de comercializacién de semilla pre-basica como se detalla a continuaciéon en

el cuadro 63.

Cuadro 63. Costos individuales y por kilogramo de semilla pre-basica obtenida por los diferentes

laboratorios de cultivo de tejidos vegetales.

PROINPA E.M.I IBTEN SEPA

Producto Papa Izafio Papa Banano | Papa | Oca | lzafio Papa
Costo Kg ($us) 28 33 34 - 27 27 27 38
COSt"(gl‘J‘li)" dual | 786 | 8.25 8.5 9.7 | 675 |675| 675 9.5

Fuente: Recopilacién propia, (2008).

En el cuadro 63 se muestran los diferentes precios que ofertan los distintos laboratorios de
cultivo de tejidos, en el se detalla el costo unitario de cada vitroplanta, asi como el costo

por cada kilogramo de semilla pre-basica.
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. CONCLUSIONES.

- Para la etapa de establecimiento, el elevado porcentaje de supervivencia fue
satisfactorio, atribuible a la eficiente manipulacion de los explantes y al efectivo

protocolo de desinfeccién utilizado.

- ElI 95.8 %, de los explantes del ecotipo Colorado de Mendoza y el 89.58 % de los
explantes del ecotipo Rosado de lItalia, fue libre de contaminacion alguna,

demostrando condiciones favorable para el cultivo de tejidos in vitro.

- El medio de cultivo “Ms” (Murashige, y Skoog) provee las condiciones mas favorables
para inducir la regeneracién in vitro de los ecotipos Colorado de Mendoza y

Rosado de ltalia.

- En la etapa de multiplicacion, la formacién de brotes es un factor determinante, por lo
tanto, el mejor medio de cultivo que contribuyd en la formacién de brotes fue el “MsM”
(Murashige, y Skoog Modificado con sales comerciales) alcanzando un promedio de
1.16 brotes por explante para el ecotipo Colorado de Mendoza y 1 brote por explante

para el ecotipo Rosado de ltalia.

- ElI medio de cultivo “MsM” suplementado con los reguladores de crecimiento Kinetina
(1mg/L) y Acido indolacetico (2mg/L) mostraron una mayor regeneracién de brotes
adventicios, alcanzando un promedio de 2.1 brotes por explante para el ecotipo

Colorado de Mendoza y 1 brotes por explante para el ecotipo Rosado de ltalia.

- El ecotipo que responde de mejor manera al proceso de multiplicaciéon es el Colorado
de Mendoza puesto que en algunas repeticiones alcanzé a formar hasta tres brotes

por vitroplanta.

- El andlisis de regresion lineal indica que a medida que se suministra el extracto de

quinua en el medio “MsM” el numero de brotes disminuye en ambos ecotipos.
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A medida que se suministra extracto de quinua en los medios “Ms” y “MsM” el numero
de raices disminuye considerablemente, hallazgo de suma importancia que reduce el

riesgo de contaminacion al momento del subcultivo.

Para ambos ecotipos el numero de raices alcanzado es minimo, factor que permitio la

agil manipulacion del explante al momento de realizar el subcultivo.

El ecotipo Rosado de ltalia, alcanzé la mayor altura de planta 14.79 cm mientras que

el ecotipo Colorado de Mendoza obtuvo una altura final de 10.44cm.

Para la etapa de microbulbificacion se determind que la relacion peso - diametro de

microbulbillo son las variables mas representativas.

La mejor concentracién para promover el proceso de bulbificacién es sacarosa al 6%,
en el ecotipo Colorado de Mendoza y 9% de sacarosa en el ecotipo Rosado de ltalia,
pasado esa concentracion el diametro y peso de microbulbillo disminuye

considerablemente.

Finalmente, conforme a los resultados obtenidos se logré evaluar el comportamiento
morfologico del explante en las etapas de establecimiento, multiplicacién y
microbulbificacion in vitro, de igual manera se determin6 el mejor medio nutritivo para
promover el proceso de multiplicacion. Se consiguié determinar la concentracion
adecuada de sacarosa para promover el proceso de microbulbificacion. Ademas se
logré evaluar la respuesta morfolégica de los dos ecotipos de ajo, al proceso de

microbulbificacion.
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7. RECOMENDACIONES.

Las recomendaciones para realizar trabajos relacionados a la presente investigacién son

los siguientes:

- En la etapa de establecimiento, continuar evaluaciones de los meristemos por mas de
42 dias, utilizando el medio basal “Ms” (Murashige & Skoog, 1962) con sacarosa al

3% sin la adicion de reguladores de crecimiento.

- Realizar estudios sobre la siembra de meristemos en medio de cultivo liquido, para

obtener vitroplantas rejuvenecidas.

- Realizar estudios sobre la utilizacion del medio basal “MsM” (Murashige, y Skoog
Modificado con sales comerciales) suplementado con los reguladores de crecimiento

Kinetina (1mg/L) y Acido indolacetico (2mg/L), en distintas especies.

- Realizar trabajos de investigacion en vitroplantas de ajo con mayores
concentraciones de Kinetina (mayor a 1mg/L) y Acido indolacetico (mayor a 2mg/L),

a fin de obtener el mayor numero de brotes posible.

- Realizar pruebas y ensayos en distintas especies con diversas concentraciones de
extracto de quinua a fin de reducir el nimero de raices en la etapa de

micropropagacion.

- Realizar trabajos de investigacion en el medio basal “MsM” incrementando las
concentraciones de sacarosa, por encima de los 60gr/L, en medio de cultivo liquido, a

fin de obtener una vigorosa microbulbificacion.

- Realizar trabajos de investigacidon concernientes a la obtencion de metabolitos
primarios (alliina “sulfoxido de S-alil-cisteina”) apartir del cultivo de meristemos,

provenientes de microbulbillos.
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ANEXOS.

REACTIVOS
MACRONUTRIENTES

Nitrato de potasio
Nitrato de Amonio

Cloruro de Calcio

Sulfato de Magnesio

Fosfato Monopotasico

MICRONUTRIENTES

Sulfato de Manganeso

Sulfato de Zinc
Acido Bérico
loduro de Potasio
Sulfato de Cobre
Molibdato de Sodio

Cloruro de Cobalto

HIERRO

Sulfato Ferroso
EDTA Di sédico

VITAMINAS

Inositol
Thiamina

Acido Nicotinico
Piridoxina HC1

AMINOACIDOS
Glicina
ADITIVOS

Sacarosa

Agar

Fuente: IBTEN (2007)

FORMULA

KNO;
NH,NO;
CaCl,.2H,0
MgS0,7H,0
KH,PO,4

MnS0O,4.4H,0
ZnS04.7H,0
H3BO;

Ki

CuS0,.5 H,0O
Na;Mo00,4.2H,0
CoCl 6H,0

FeSO4.7H20
Na,EDTA.2H,0

CriHi20n
CizH417CIN4O5.HCI
CsHsNO,
CsH11NO3HCI

C,HsNO;

Ci2H22014

ANEXO 1. Sales organicas del medio basal Murashige & Skoog (1962). MS.

CANTIDAD

22,30 (mg/l)
8,60 (mg/l)
6,20 (mg/l)
0,83 (mgl/l)
0,025 (mg/l)
0,25 (mg/l)
0,025 (mgl/l)

27,81 (mg/l)
37,31 (mg/l)

100,00 (mg/l)
0,40 (mg/l)
0,50 (mg/l)
0,50 (mgl/l)

2,00 (mg/l)

30,0 (g/l)
6,5 (g/l)
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ANEXO 2. Sales orgénicas del medio basal Murashige & Skoog Modificado.

** Con sales comerciales “MsM".
REACTIVOS
MACRONUTRIENTES

** Nitrato de Potasio
** Nitrato de Amonio

Cloruro de Calcio
Sulfato de Magnesio

Fosfato Monopotasico

MICRONUTRIENTES

** Sulfato de Manganeso

Sulfato de Zinc
Acido Bérico
loduro de Potasio
Sulfato de Cobre
Molibdato de Sodio

Cloruro de Cobalto
HIERRO

Sulfato Ferroso

EDTA Di sddico
VITAMINAS

Inositol
Thiamina

Acido Nicotinico
Piridoxina HC1

AMINOACIDOS
Glicina

ADITIVOS
Sacarosa

Agar

Fuente: IBTEN (2007)

FORMULA

KNO;
NH4NO;
CaCl,.2H,0
MgS0,7H,0
KH,PO,4

MnSQ,4.4H,0
ZnS04.7H,0
H3;BO;

Ki

CuS0,.5 H,0O
Na,Mo0,4.2H,0
CoCl 6H,0

FeSO4.7H20
Na,EDTA.2H,0

CiHi20n
CizH417CIN,O5.HCI
CsHsNO,
CsH11NO3HCI

C,HsNO;

Ci2H22014

CANTIDAD

1900
1650

3700 (mg/l)
8,60 (mg/l)
6,20 (mg/l)
0,83 (mgl/l)
0,025 (mg/l)
0,25 (mg/l)
0,025 (mg/l)

27,81 (mg/l)
37,31 (mg/l)

100,00 (mg/l)
0,40 (mg/l)
0,50 (mg/l)
0,50 (mgl/l)

2,00 (mg/l)

30,0 (g/l)
6,5 (gll)
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ANEXO 3. Medios de multiplicacién.

b 1= MS. Murashige & Skoog (1962). Medio para 200 ml.
SOLUCION

REACTIVO

Macro y micro nutrientes.

Vitaminas.
Acido giberélico.
Sacarosa.

Agar.

Fuente: IBTEN (2007)

b 2= MSM. Murashige & Skoog Modificado. Medio para 200 ml.

REACTIVO

Nitrato de Potasio.(KNOs3)
Nitrato de Amonio.(NH4NO3)
Macro y micro nutrientes

Sulfato de magnesio(MgSQ,)

Macro y micro nutrientes
Vitaminas.

Acido giberélico.
Sacarosa.

Agar.

Fuente: IBTEN (2007)

“A”

“g "
“ o
“D”
‘g

AG3

Sub unidad

2.5 ml
2.5 ml.
5 ml.
2.5 ml.
2.5 ml.

1 mi
1 mi
6 g.
14q.

Unidad
10 ml

5ml

1ml

1 ml

SOLUCION  Unidad

“A”

10 ml

5ml

1 mil
1 ml

6 g.

144



b 3= MSM + EQ. Murashige & Skoog Modificado mas extracto de quinua.
Medio para 200 ml.
REACTIVO Sub unidad SOLUCION Unidad

2.5ml

Nitrato de Potasio.(KNO3) -
Nitrato de Amonio.(NH4;NO3) 2.5 ml. A 10 ml
Macro y micro nutrientes

5 ml.

Sulfato de magnesio(MgSO,) 2.5ml. “B“ -
Macro y micro nutrientes 2.5 ml. g )
Vitaminas. 1ml “E 1ml
Acido giberélico. 1Tml AG; 1T mil
Extracto de quinua 10 g. - 10 g.
Sacarosa. 6g. - 6g.
Agar. 1.4 9. - 14 g.

Fuente: IBTEN (2007)
b 4= MS + EQ. Murashige & Skoog (1962) mas extracto de quinua.
Medio para 200 ml.
REACTIVO SOLUCION Unidad
“A” 10 ml
Macro y micro nutrientes. (B; 5 mi
“D”
Vitaminas. = 1 mi
Acido giberélico. AG; 1ml
Extracto de quinua - 10 g.
Sacarosa. - 6g.
Agar. - 14 9.

Fuente: IBTEN (2007)
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ANEXO 4. Medios de bulbificacién.
MSM. Murashige & Skoog Modificado. Medio para 200 ml.

REACTIVO Sub unidad SOLUCION Unidad
2.5 ml
Nitrato de Potasio.(KNO3) o
Nitrato de Amonio.(NH4NO>) 2.5 ml. A 10 ml
Macro y micro nutrientes
5 ml.
Sulfato de magnesio(MgSO.) 2.5 ml. “B“
o 5ml
Macro y micro nutrientes 2.5ml. p g »
Vitaminas. 1 ml “E“ 1ml
Acido giberélico. 1T ml AG; 1ml
Tratamiento. Concentracion Unidad
b1 3 % 6 g/L
b2 6 % 12 g/L
Sacarosa.
b3 9 % 18 g/L
b4 12 % 24 g/L
Agar. 1.4 9. - 14 g.

Fuente: IBTEN (2007)
ANEXO 5. Detalla caracteristicas particulares de equipos a utilizar en el Laboratorio

de Biotecnologia vegetal.

Equipo.

eAuto Clave.

eBalanza Analitica.

eCamara de Flujo

laminar.

eDestilador de Agua

eH. Microondas.

ePotenciémetro pH.

eCamara germinadora.

Caracteristica.

Aparato que se utilizé para esterilizar objetos y sustancias situados
en su interior, por medio de vapor y altas temperaturas a 121 °C ,
1 atmodsfera de sobre presion, durante 15 — 20 minutos.

Se utilizé6 para pesar propiamente los reactivos y posteriormente
los microbulbillos.

Aparato destinado a evitar la contaminacién proporcionando un
ambiente completamente aséptico.

Proporcionara agua pura separando moléculas inorganicas por
medio del calor (Cl ",Fe ",Na), para elaborara los medios de cultivo.
Se utilizd unicamente para diluir el Agar en el medio de cultivo

Se utilizé para ajustar el medio de cultivo a pH = 5.7
Se utilizé para romper el estado de dormancia del material vegetal.
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ANEXO 6. Caracteristicas particulares de materiales de vidrio a utilizar en la

elaboracion de medios de cultivo.

MATERIAL.

o Matraces Erlenmeyer
de (100,200,500 ml).

¢ Pipetas graduadas
de (10,20,25 ml).

¢ Probetas Graduadas
de (100,500 ml.).

¢ Tubos de ensayo.

¢ VVasos de precipitados.

CARACTERISTICA.
Recipiente de forma troncocénica que se
utilizé en el laboratorio para medir o contener
liquidos.
Instrumentos que se utilizé para medir o
transvasar pequefias cantidades de liquido.
Tubo de cristal, destinado a contener liquidos
y medir su volumen.
Destinado a contener pequefias cantidades
de medios de cultivo.

Material destinado a contener y medir

liquidos.

ANEXO 7. Detalla el material de asepsia.

GERMICIDA

e Alcohol a 70%

¢ Detergente

¢ Hipoclorito de sodio 8%

¢ Jabon germicida

CARACTERISTICA.
Elimina la proliferacién de microorganismos.

Su carga ionizante permite limpiar un objeto sin
corroerlo.

Elimina la proliferacion de microorganismos.

(hongos, bacterias, esporas)

Permite eliminar gérmenes en las manos.
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ANEXO 8. Analisis de costos variables y totales por vitroplanta.

ITEM ESTABLECIMIENTO
Sales nutritivas 17,09
Insumos de laboratorio. 21,79
Material vegetal 0,33
Otros 8,75
Total Bs / vitroplanta. 47,97

MULTIPLICACION

ITEM Tratamientos
Ms MsM MsM +EQ Ms+EQ
Sales nutritivas 17,09 5,50 5,63 17,22
Vitroplantas 47,97 47,97 47,97 47,97
Otros 8,75 8,75 8,75 8,75
Total Bs / vitroplanta. 73,81 62,22 62,34 73,93

BULBIFICACION

ITEM Tratamientos
3% 6% 9% 12%
Sacarosa 3,2 6,4 9,6 12,8
Vitroplantas 62,22 62,22 62,22 62,22
Total Bs / vitroplanta. 65,42 68,62 71,82 75,02
TOTALS$us / vitroplanta. 8,7 9.1 9,6 10,0
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ANEXO 9. Presupuesto

ITEM

Material de laboratorio e insumos

1. Sales nutritivas de MS

2. Nitrato de Amonio
3. Nitrato de Potasio
4. Sulfato de Magnesio
5. Agar

6. Sacarosa

7. Alcohol

8. Hipocilorito de sodio
9. Papel Aluminio.

10. Plastifilm.

11. Algodon.

12. Bisturi

Material vegetal de estudio
Bulbos de Ajo ecotipo Rosado De
Italia.

Bulbos de Ajo ecotipo Colorado De
Mendoza.

Gastos de envié de material vegetal
1. Embalaje.
2. Gasto por envié

Material de gabinete
1. Material de escritorio.
2. Tinta para impresiones.
3. Documento final.

Otros
1. Pasajes al Instituto.
2. Alimentacion.
3. Energia eléctrica — agua.

Presupuesto general

CANTIDAD

10

ITEM GENERAL
Material de laboratorio e insumos
Material vegetal de estudio

Gastos de envié de material vegetal

Material de gabinete
Otros

TOTAL + IMPREVISTOS (15%)

UNIDAD

Sobre
Kg.
Kg.
Kg.
Kg.
Kg.

Lata.
Litro

Rollo.

Rollo.
Kg.

Hojas.
Kg.
Kg.

Caja

Encomienda

Unidad

Ejemplares.

Mes
Mes
Mes

PRECIO

UNITARIO (Bs.)

50
50
50
50
1770
460
130

25
25
45

20

20

15
35

100
400

150
300
300

Bs.
5461
80
50
4500
5250
17642.15

PRECIO
TOTAL

500
50
50
50

1770
1840

520
56
100
100

225

200

40

40

15
35

1000
300
3200

1050
2100
2100
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