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RESUMEN

El proyecto intitulado “Multiplicacion de plantas mediante el sistema de cultivo in vitro
de tres variedades de ajos (Allium sativum. L) Para la formacion de microbulbillos”. Se
instald en el laboratorio del Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad Nacional
Agraria la Molina, el cual se encuentra a una distancia de 268 km, de la ciudad de cerro
de Pasco, a una altitud de 247,3 msnm, longitud 76°57°W vy latitud 12°05’S, realizando
en el mes de noviembre del 2017 y culminando en el mes de mayo del 2018.

El objetivo formulado para el trabajo fue:

Establecer un protocolo de Multiplicacion de plantas mediante el sistema del cultivo in
vitro de tres variedades de ajos (Allium sativum. L) para la formacion de microbulbillos.
Disefio experimental que se utilizo fue el de DCA con arreglo factorial de 2x3 de 2
tratamientos M1 y M2 y con 3 variedades de ajos Burranquino, Napuri, Blanco
Huaralino, se determind el tratamiento adecuado para la desinfeccion de meristemos de
ajos obteniendo plantulas con crecimiento en in vitro, también se evalud la respuesta de
los dos medios de cultivo utilizados M1 Gamborg, Miller y Ojima (1968), y M2
Murashige y Skoog modificado de (IBT 2015). Se evalud en la etapa de desinfeccion el
porcentaje de contaminacion y sobrevivencia, el mejor resultado obtenido fue el T3 con
92% de desinfeccion. La evaluacion en la etapa de multiplicacion para la formacion de
microbulbillos; EI mejor resultados durante las evaluaciones de las variables fue el M2
de Murashige y Skoog modificado de (IBT 2015) compuesto de 4 tipos de medios de
cultivo que fueron: Inicio, Proliferacion, Pre Bulbeo y Bulbeo. En conclusion, se
establecio un protocolo de introduccidon y multiplicacién in vitro para la formacién de
microbulbillos de ajos (Allium sativum. L)

Palabras clave: Meristemos, desinfeccion, introduccion, multiplicacion in vitro, inicio,

proliferacion, bulbeo, pre bulbeo, Ajos (Allium sativum. L)



ABSTRACT
The project entitled "Multiplication of plants by in vitro cultivation system of three
varieties of garlic (Allium sativum. L) For the formation of microbulbs”. It was
installed in the laboratory of the Institute of Biotechnology (IBT) of the Universidad
Nacional Agraria la Molina, which is located at a distance of 268 km, from the city of
Cerro de Pasco, at an altitude of 247.3 meters above sea level, length 76 © 57°W and
latitude 12 © 05°S, taking place in the month of November 2017 and culminating in the
month of May 2018.
The objective formulated for the work was:
Establish a protocol for plant multiplication through the in vitro cultivation system of
three varieties of garlic (Allium sativum. L) for the formation of microbulbs.
The experimental design that was used was the DCA with a 2x3 factorial arrangement
of 2 treatments M1 and M2 and with 3 varieties of garlic Burranquino, Napuri, Blanco
Huaralino, the appropriate treatment for the disinfection of garlic meristems was
determined, obtaining seedlings with growth in vitro, the response of the two culture
media used M1 Gamborg, Miller and Ojima (1968), and M2 Murashige and Skoog
modified from (IBT 2015). The percentage of contamination and survival were
evaluated in the disinfection stage, the best result obtained was T3 with 92%
disinfection. The evaluation in the multiplication stage for the formation of microbulbs;
The best results during the evaluations of the variables was the M2 of Murashige and
Skoog modified from (IBT 2015) composed of 4 types of culture media that were: Start,
Proliferation, Pre Bulbeo and Bulbeo. In conclusion, an in vitro introduction and
multiplication protocol was established for the formation of garlic microbulbs (Allium

sativum. L)



Keywords: Meristems, disinfection, introduction, in vitro multiplication, initiation,

proliferation, bulbous, pre bulbous, Garlic (Allium sativum. L)



INTRODUCCION

El ajo (Allium sativum. L), especie entre las plantas mas antiguamente que es
consumido por el hombre con fines culinarios 0 medicinales (Kotlinska et al, 1990;
Koch, 1993; Cabrera y Elliot, 1996). En el mundo se cultivan 813 000 ha. Con una
produccion de 7.9 millones de toneladas y un rendimiento de 9.7 t/ha. (FAO, 1995).

En el Pert es considerado una hortaliza importante por las excelentes cualidades para la
salud y gastronomia, por este motivo dentro de la Comunidad Andina se ha
incrementado la superficie para su produccion (MINAG 2008). La mayor zona de
produccion es Arequipa con 13 TM/ha, seguida de Lima con 6.7 TM/ha y Cajamarca
con 5.2 TM/ha. (Nicho et al. 2005). El ajo, aunque es una planta anual, presenta la
limitante de que sélo se reproduce de forma asexual (Conci & Vilmas 1991); esto lleva
a que, en ciclos sucesivos de cultivo, se produzca una acumulacion del inoculo y
también donde la tinica via de propagacion es mediante bulbillos o “dientes” lo cual
favorece el desarrollo de muchos patégenos como, hongos, bacterias y principalmente
virus; ocasionando la reduccion de los rendimientos y la calidad, en consecuencia,
pérdidas econdmica, hasta un 52% con una dificil seleccién posterior al material sano,
lo que explica la importancia del desarrollo de eficientes técnicas de saneamiento,
conservacion y multiplicacion de germoplasmas para obtener semilla sana de alta
potencia de calidad.

La Biotecnologia Vegetal es una rama de la Biologia que se esta expandiendo
rapidamente porque es producto de varias disciplinas que, hasta hace relativamente
poco tiempo, se consideraban independientes: la Biologia Molecular, el cultivo de
tejidos, la Ingenieria Genetica y la Patologia Vegetal; abarca una serie de técnicas, entre

las que se encuentra el cultivo de células y tejidos in vitro, que se ha convertido en una
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valiosa herramienta en el mejoramiento genético de especies de importancia econémica
(Lindsey,1992; Jiménez, 1998 b).

La propagacion in vitro del ajo se realiza por vitroplantas y microbulbos. Este Gltimo
proporciona un medio ideal para producir y conservar material limpio, Ya que una
ventaja del cultivo in vitro es que, en condiciones asépticas, a partir de un pequefio
segmento inicial de tejidos es posible regenerar en poco tiempo miles o millones de
plantas genéticamente iguales a la planta madre. Que puede permitir el inicio de
programas de produccion de “semillas” certificadas (Patefia et al., 1998). No obstante,
el éxito en la bulbificacién, depende altamente de la concentracion de los reguladores
de crecimiento, y de sacarosa, entre otros (Mohamed -Yasseen et al., 1995), lo que
implica la transferencia a numerosos medios de cultivo con diferentes combinaciones
de reguladores de crecimiento y concentraciones de carbohidratos (Zel et al., 1997).
Durante la propagacion por esta via muchas plantas detienen su crecimiento o mueren
como resultado de la extrema deshidratacion que ocurre cuando las plantas son
transferidas desde el laboratorio hacia el invernadero. Los bulbillos de ajo producidos in
vitro podrian ser mas resistentes a la deshidratacién que en el caso de las plantas con
follaje (Mohamed -Yasseen et al., 1995).

En el presente trabajo se propone contribuir en el desarrollo de un protocolo para la
introduccién y multiplicacion rapida para formacion de bulbos de ajos empleando la

propagacion in vitro
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1.1.

CAPITULO I
PROBLEMA DE INVESTIGACION

Identificacion y Determinacion del Problema

El ajo (Allium sativum. L), especie entre las plantas mas antiguamente que es
consumido por el hombre con fines culinarios o medicinales (Kotlinska et al,
1990; Koch, 1993; Cabrera y Elliot, 1996). En el mundo se cultivan 813 000 ha.
Con una produccion de 7.9 millones de toneladas y un rendimiento de 9.7 t/ha.
(FAO, 1995).

En el Perl es considerado una hortaliza importante por las excelentes cualidades
para la salud y gastronomia, por este motivo dentro de la Comunidad Andina se
ha incrementado la superficie para su produccion (MINAG 2008). La mayor zona
de produccién es Arequipa con 13 TM/ha, seguida de Lima con 6.7 TM/ha y
Cajamarca con 5.2 TM/ha. (Nicho et al, 2005),

Uno de los principales dificultades nacionales a la produccion de ajos lo
constituyen los “problemas fitosanitarios, atribuidos de gran parte a la naturaleza
organica de las especies, en donde la Unica via de propagacion es mediante

bulbillos o “dientes” la cual favorece el desarrollo de enfermedades en el cultivo
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1.3.

14.

(nematodos, hongos, bacterias y virus) provocando una importante disminucion
en la produccién llegando a producir hasta un 52% y una dificil seleccion
posterior de material sano, lo que explica la importancia del desarrollo de
eficientes técnicas de saneamiento, conservacion y multiplicacion de
germoplasmas para obtener semilla sana de alta potencia de calidad, de esta
manera las técnicas de cultivo in vitro son importantes herramientas para obtener
semillas de sanidad controlada
Delimitacion de la Investigacion
El experimento se realizd en la Universidad Nacional Agraria la Molina, en el
Area de Cultivo de Tejidos del laboratorio del Instituto de Biotecnologia (IBT),
departamento de Lima, a una altitud de 247 msnm, longitud 76°57W vy latitud
12°05°S, la duracion del experimento fue de 5 meses durante el 2018
Formulacion del Problema
1.3.1 Problema general
¢Como establecer la multiplicacion de plantas mediante el sistema de
cultivo in vitro de tres variedades de ajos (Allium sativum? L) Para la
formacion de microbulbillo?
1.3.2. Problemas especificos
¢Como determinar el mejor medio de cultivo para la multiplicacién de
plantas mediante el sistema de cultivo in vitro de tres variedades de ajos
(Allium sativum? L) para la formacion de microbulbillos
Formulacion de Objetivos

1.4.1. Objetivo general



- Establecer la multiplicacion de plantas mediante el sistema de cultivo In
Vitro de tres variedades de ajos (Allium sativum. L) para la formacion de
Microbulbillos
1.4.2. Objetivo especificos
-Determinar el mejor medio de cultivo para la multiplicacion de plantas
mediante el sistema de cultivo in vitro de tres variedades de ajos (Allium
sativum. L) para la formacion de microbulbillos
-Evaluar la efectividad de los medios de propagacién in vitro de las 3
variedades de ajos (Allium sativum. L) para la formacién de microbulbillos
1.5. Justificacion de la Investigacion
El ajo, aunque es una planta anual, presenta la limitante de que s6lo se reproduce
de forma asexual (Conci & Vilmas 1991); esto lleva a que, en ciclos sucesivos de
cultivo, se produzca una acumulacion del in6culo y también donde la Unica via de
propagacion es mediante bulbillos o “dientes” lo cual favorece el desarrollo de
muchos patdgenos como, hongos, bacterias y principalmente virus; ocasionando la
reduccion de los rendimientos y la calidad, en consecuencia, pérdidas econémica,
hasta un 52% con una dificil seleccion posterior al material sano, lo que explica la
importancia del desarrollo de eficientes técnicas de saneamiento, conservacion y
multiplicacion de germoplasmas para obtener semilla sana de alta potencia de
calidad.
La propagacion in vitro de ajos es de mucha importancia ya que este cultivo esta
ligado a sus tradiciones y a las condiciones arcaicas, por lo que es necesario buscar
mayores conocimientos cientificos de su propagacion con miras a un desarrollo

sostenido de la agricultura.
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El presente trabajo de investigacion desde el aspecto cientifico y tecnoldgico
permitird proporcionar mayor conocimiento sobre como obtener plantulas en poco
tiempo mediante el cultivo in vitro, plantulas libres de enfermedades (hongos,
bacterias), y ademas de propagar masivamente material vegetal sano en cualquier
época del afio y en corto tiempo conservando su potencial genético y calidad
sanitaria.

Frente a estos hechos en el aspecto econémico y social al mejorar la calidad de
propagaciéon de ajos de diferentes variedades con técnicas de cultivo de tejidos
repercutird en mejorar la produccion y por tanto la calidad de vida del productor.
Limitaciones de la Investigacion

El ajos (Allium sativum. L), es una especie importante, pero la falta de
instituciones para patrocinar las investigaciones en cultivo en in vitro son escasas 0
no cuentan con suficiente presupuesto y equipos para la realizacién de la

investigacion.



CAPITULO 11
MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes de Estudio

Shilderentscheler y schmindiche (1984), menciona que el cultivo de tejidos es una
herramienta de gran utilidad en la biotecnologia. Esta técnica se basa en la “toti
potencialidad celular”, capacidad de una célula vegetal de formar una planta
completa bajo ciertas condiciones quimicas y fisicas, dadas en el cultivo in vitro.
Asi se obtiene la propagacion rapida y masiva de plantas idénticas a la original a
partir de cualquier parte aislada de la planta, sean estos trozos de tejidos, apices
meristematicos o incluso células aisladas. Inicialmente se usé esta técnica para la
multiplicacién masiva de plantas elites o micro propagacion y también en la
obtencién de clones libres de virus.

FAO (1990), manifiesta que el cultivo in vitro llamado también micro propagacion
se define como cultivo de células, tejidos u dérganos de plantas en condiciones
asépticas; por ser eficiente y practico ofrece muchas ventajas haciendo posible la

produccion de semillas libre de enfermedades virosicas en menor tiempo.



Escalante (1988), explica que el tamafio del explante es un aspecto que se debe
tener en cuenta para el establecimiento de los cultivos; cuanto més grande sea,
mayores son las posibilidades de obtener proliferacion de heterogeneidad y de
contaminacion con microorganismos, existe un tamafio minimo del 3 explates
variable segun el material vegetal por debajo del cual se obtienen proliferacion
callosa.

Rusell (1986), a partir de este momento las células o tejidos se comportaran de
diferente forma dependiendo de los factores fisicos, pero principalmente del tipo de
nutrientes y de las concentraciones de los reguladores de crecimiento (auxinas y
citoquininas) presentes en el medio.

Mejia (1994), el uso de semillas boténica de material genético de las plantas
domesticas es para aplicar la liberacion de variedades comerciales implica también
los métodos del cultivo in vitro de érganos, tejidos y células vegetales. Hoy en dia
la manipulacion genética y la utilizacion in vitro constituye una estrategia en los
programas de mejoramiento.

En La Estacion Experimental Agraria Donoso - Instituto Nacional de Innovacion
Agraria (INIA), se realiz6 un trabajo de investigacion en la determinacion de
efectos de un medio de cultivo modificado usando diferentes concentraciones de
reguladores de crecimiento de (auxinas/citoquininas) para la regeneracion y
multiplicacion in vitro del ajo (Allium sativum. L) variedad Barranquino.
Obteniendo un 60 % porcentaje de brotes.

Pardo et al., (2011), establecieron un protocolo para la regeneracion de plantas a
partir de segmentos de hojas y raices. Determinaron el efecto de la combinacion de
auxinas y citoquininas, asi como la influencia del tipo de explante y su posicién en

la microplanta sobre la induccién de callos y su posterior regeneracion a brotes.



Los explantes extraidos de la seccion apical de las raices favorecieron la
regeneracion de callos, en comparacion con segmentos basales de las hojas.

Mujica y Mogollon (2004), estimularon la bulbificacion in vitro de ajo morado con
la adicion de citoquininas y sacarosa. Asi mismo, Mujica et al., (2008), indujeron
la bubificacion in vitro del ajo morado, posteriormente realizaron estudios
histoldgicos con el propésito de conocer el origen de los érganos regenerados y
cambios anatomicos.

Izquierdo y Goémez (2010), seleccionaron genotipos de ajo de mas alto
rendimiento, del cual el genotipo criollo-3 fue saneado de los virus que afectan al
cultivo en la Habana y propagado in vitro. El clon mostré un buen comportamiento
agronomico a las plagas, un elevado rendimiento y buena calidad de la semilla.

En los ensayos sobre conservacion in vitro de ajos realizado en el Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias INIFAP (Torres et
al., 2007). Muestran Otro aspecto a tener en cuenta, que es disminuir en las plantas
micropropagadas la incidencia de la hiperhibricidad, desorden fisioldgico al que las
Alliaceae muestran susceptibilidad, y que se ha observado con frecuencia.

Conci y Colaboradores (2007), han podido detectar que la multiplicacién no es
homogénea para todos los clones, ya que algunos lo hacen en mayor cantidad que
otros. Por otra parte, también se ha comprobado que la tasa de multiplicacion varia
con el nimero de repiques en el medio de multiplicacién (siendo baja en los
primeros y aumentando a partir del segundo o tercer repique a medio fresco) y
dependiendo de los cultivares y del tiempo de permanencia en las condiciones in
vitro.

El Instituto Tecnoldgico de Costa Rica (ITCR), con el apoyo del Fondo Especial

para la Educacion Superior (FEES), ha desarrollado diversas investigaciones
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referentes a este cultivo, alcanzando temas como la identificacion de agricultores,
zonas de cultivo, identificacion de virus, analisis moleculares y el establecimiento
de un protocolo in vitro para la multiplicacion masiva. Este Gltimo topico es
relevante debido a la importancia de los agricultores en la obtencion de semilla de
alta calidad y en las cantidades necesarias para los diferentes sectores horticolas del
pais. Sin embargo, para desarrollar procesos de propagacion in vitro del ajo, cada
pais emplea materiales autdctonos y en cada caso los materiales vegetales
responden de manera diferente a las desinfecciones y a los medios de cultivo, ya
que la obtencién del nimero de plantas depende de la especie utilizada y/o las
condiciones del medio de cultivo. Es por ello que resulta necesario considerar
todos los factores que afectan el crecimiento para alcanzar incrementos
exponenciales, como son la evaluacion, el ajuste y la optimizacion de los
protocolos con respecto a la zona en la que se esté trabajando (Castillo, 2004).
Bases Tedricas Cientificas
2.2.1. Origen
El ajo fue domesticado por el hombre para ser usado primero como
condimento y luego como planta medicinal. Su centro de origen es Asia
Central (Kazajastan, Uzbekistdn y Turmenistan), se ha encontrado silvestre
en las montafias Altaicas de Siberia y en la parte sur del macizo de los
Urales, cerca de donde se une el Volga con el Mar Caspio, de donde se
expandid hacia Egipto y China (Mc Collum, 1976; Cabrera y Elliot, 1996),
se introdujo en América por los conquistadores espafioles 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 economica (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 termo fotoinductoras y se encuentra distribuida desde el
Ecuador hasta los 400LS y desde el nivel del mar hasta los 3 700 m.s.n.m.,
lo que demuestra su amplia capacidad de adaptacion (Burba, 1992).

2.2.2. Clasificacion Taxonomica
Es una planta diploide 2n=16, herbacea constituida por un bulbo
subterraneo, formado por "dientes" unidos en su base alrededor del tallo
verdadero y recubiertos por catafilos blancos o morados, cuya tonalidad
varia segun la variedad y la altura del sitio de siembra (Burba, 2003).
Reino: Planta
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Lilopsida
Orden: Asparagales
Familia: Alliaceas
Sub Familia: Alliaecae
Tribu: Allieae
Género: Allium
Especie: Allium sativum

2.2.3. Morfologia de la planta

Minag (2010), presenta la siguiente morfologia.
A) Planta
Familia de la cebolla de 1.5 m de altura Plantas perennes cultivadas como

anuales, apomicticas y con bulbos compuestos de dientes, de 3-6 cm de



didmetro, con cada diente tunicado y con una envoltura comun
blanquecina.
B) Hojas
Hojas planas y delgadas de unos 6 x 1-3 cm, con el apice agudo y de
color verde glauco de hasta 30 cm de longitud desde 8mm de anchura
C) Flores
Verdosas 0 blanquecinas, a veces rosadas, muy poco abundantes
(algunas veces inexistentes) que sobresalen con u largo pedinculo sobre
su cabezuela de bulbillos. Etapa mucha més larga que la cabezuela.
D) Bulbo
De piel blanca, forma una cabeza dividida en gajos que cominmente son
Ilamados dientes. Cada cabeza puede contener de 6 a 12 dientes,
2.2.4. Plagas y enfermedades
Minag (2008), describe las siguientes plagas y enfermedades.
A. Plagas
e Mosca de la cebolla (Phorbia antigua Meig).
Ataca a las flores, 6rganos verdes. El apice de la hoja palidece y
después muere.
e Tifa del ajo y de la cebolla (Lita alliela).
Abre galerias en bulbos y hojas. Primero atacan a las hojas después
bulbos. Las plantas se amarillean y mueren.
e Polilla (Laspeyresia nigricana Steph).
Causan darfios al penetrar las orugas por el interior de las vainas de

las hojas hasta el cogollo.
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e Nemétodos (Ditylenchus dipsaci Kuehn)
Escaso desarrollo de las plantas afectadas y en casos graves la
muerte de las mismas.

B. Enfermedades

e Mildiu (phytophthora infestans).
Manchas en hojas, tallos y frutos (en el caso de plantas cultivadas
para la obtencion de frutos, como tomate, pimiento, etc.). Dichas
manchas son de color pardo oscuro (necréticas) de forma irregular,
pero por lo general redondeadas. Aparecen en el envés de la hoja. Si
las condiciones ambientales le son favorables (humedad-
temperatura), su desarrollo es vertiginoso, acabando en numerosas
ocasiones con la planta.

e Roya (Puccinia allii, P. porri).
Frecuentemente aparecen los primeros sintomas a principios de
mayo. Origina manchas pardo-rojizas que después toman coloracion
violacea. Las hojas se secan prematuramente como consecuencia del
ataque.

e Peronospora schaleideni.
Vellosidad blanquecina en hoja, que amarillea y muere
rapidamente.Como consecuencia de ella suele aparecer el mildiu.

e Botrytis 0 moho gris (Botrytis cinerea).
Ataca a tallos, hojas y algunas veces al fruto por la zona peduncular.

2.2.5. Variedades
Blanco comdn (envoltura de dientes plateada, tardio, se consumen secos).

Rosa temprano (envoltura de dientes rosacea, se consumen tiernos, precoz).

11



Rojo (envoltura roja, la pigmentacion pasa a los dientes de color rojo, dientes
gruesos y cortos, méas precoces que los blancos).
2.2.5.1. Caracteristicas de las variedades en estudio
INIA (2004), presenta la siguiente descripcion de las tres variedades
de ajos en estudio.
A. Variedad Blanco Huaralino
Ajo blanco o comun. Es el ajo més consumido en los hogares ya
que resulta en seco un condimento ideal para numerosas recetas
por su intenso sabor y aroma persistente. Su color exterior es
blanquecino, y los dientes se distribuyen de forma aislada. Se
puede conservar sin necesidad de nevera durante un gran periodo
de tiempo. Su tamafio es mayor que el resto de tipos, pudiendo
alcanzar diametros de 10-12 cm.
Llamado también Huaralino son rusticos, de buena
productividad y conservacion. Suelen consumirse secos.
B. Variedad Napuri
Napuri (color violaceo) y que se cultiva en Majes (Arequipa),
cafiete y Barranca (Lima). Sus bulbos tienen menos de 20 dientes
con un didmetro promedio de 40 milimetros y un periodo
vegetativo de 5 meses.
La parte utilizada del ajo es el bulbo, que esta formado por unos
10-12 bulbillos o “dientes”, de forma ovoide y algo arqueada,
rodeados por una tunica membranosa. Los tallos, terminan en una

umbela de flores blancas o rojizas. Cuando los bulbos estan
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intactos su olor es muy poco, pero al cortarlos desarrollan
inmediatamente un olor intenso, caracteristico.
C. Variedad Barranquino
La variedad Morado Barranquino presenta un periodo vegetativo
de 5,5 a 6 meses, nativo de la localidad de Barranca (Norte de
Lima), presenta las mejores caracteristicas comerciales de bulbo,
(circular perfecto), con bajo numero de dientes, compactos,
homogéneos (méaximo 13 — 14), las tanicas tienen una coloracion
morada a rosada
2.2.6. Propiedades

MINAG (2010), el ajo es muy rico en sales minerales, azufre, encimas y

vitaminas, por sus propiedades terapéuticas se le aprovecha en las ramas

industriales, alimentaria y farmacéutica

e Ayuda a combatir un buen nimero de hongos, bacterias y virus

e Reduce la presion arterial y el colesterol

e Ayuda a reducir el bloqueo de las arterias y reparar dafios causados por

la arteriosclerosis

e Actua como antiinflamatorio

e Reduce los niveles de aztcar en la sangre

e Ayuda a combatir el estrés y la depresién

e Ayuda en casos de reumatismo, hidropesia, edemas y vejiga

2.2.7. Condiciones Agroclimaticas

MINAG (2012), describe las siguientes condiciones agroclimaticas.
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2.2.7.1. Clima
Luminosidad en la primera fase de desarrollo desde que comienza a
formarse el bulbo hasta la cosecha. Cuando la planta no ha estado
sujeta a bajas temperaturas puede que no se forme bulbo, aun cuando
los dias sean largos. Una humedad relativa por debajo del 60% vy la
ausencia de precipitaciones favorecen la presencia de pulgones y
trips.
Las altas temperaturas, la baja humedad y la ausencia de lluvia
durante la cosecha garantizan un buen curado. La interaccion entre la
temperatura y el fotoperiodo inducen a la bulbificacion. Evidencias
experimentales muestran que cuanto mayor es la cuota de frio
recibida, menor es el requerimiento de fotoperiodo y la bulbificacion
se induce con dias de umbral mas cortos. Las altitudes van desde los
600 a los 3.500 m.s.n.m. Se adapta en lugares con temperaturas que
oscilan entre 10 y 34 °C, siendo la media 6ptima de 18 °C
2.2.7.2. Suelo
Requiere suelos profundos y fértiles, suelos francos arcillosos de
buen drenaje, con pH cercano a 5,5; la aplicacion de materia
organica debe ser, estiércol de 15 a 30 t/ha. Hay que tener muy en
cuenta la fertilidad ya que ajos morados (Arequipefio y
Barranquino) con alta fertilidad del suelo tienden a no formar bulbo
y se ramalean o hay un brotamiento prematuro de los dientes de

culminar el periodo vegetativo.
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2.2.7.3. Agua

El ajo requiere buena humedad en el suelo durante la emergencia.

Eso no significa abusar de ella, puesto que el exceso puede provocar

lavado de nutrientes y causar muerte de raices por asfixia y por

consiguiente ingreso de patdgenos. Una buena provision de agua

permite buen crecimiento y vigor, esto desfavorece el ataque de

enfermedades como raiz rosada y podredumbre blanca (ambas por

falta de agua).

2.2.8. Zonas Productoras

MINAG (2014), en el Perd se producen ajos durante todo el afio, para su

exportacién se debe tener en cuenta que lo consumidores prefieren el ajo

fresco y los restaurantes y productores farmacéuticos y de alimentos

prefieren ajos congelados.

El Promedio de rendimientos fue de la siguiente manera: Arequipa con 14

t/ha, Ica con 11.8 t/ha 'y La Libertad 9 t/ha, Ayacucho7.5 t/ha, Junin, 5.3t/ha

Cuadro 01: Condiciones de clima y suelo en las zonas productoras de

Ajos del Perd

Suelo clima
TO PO
Zonas productoras de Altitud PH MO | MED | (mm/afio)
ajo (mshm) (%)
Tambo 21.-3500 | Neutro 1.7 19.2 <05
_ Caylloma 1400.0 Neutro | 1.9 19.2 <05
Arequipa (majes)
Barranca 49.0 Neutro 2.1 21.4 7.0
Lima
Caflete 150.0 Neutro 1.9 20.4 11.4
Chao 64.0 Neutro 1.8 18.9 22.0
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La Viru 25.0- 68.0 | Neutro 2.0 21.7 10.8

libertad
Ayacucho Huanta 2628.0 Neutro 1.6 16.4 490.0
Junin Tarma 3050.0 Neutro 1.8 12.5 383.5
Jauja 3370.0 Neutro 2.1 12.2 757.8

Neutro (PH 6.8- 7.1)

Fuente: MINAG (2014).

2.2.9. Cultivo de Tejidos

El cultivo de tejidos in vitro, es un grupo heterogéneo de técnicas, mediante

las cuales un explante, cualquier parte separada de una planta, células,

tejidos, embriones, etc. con potencial de diferenciacion puede ser cultivado

bajo condiciones asépticas, en presencia de un medio de cultivo constituido

por macronutrientes, micronutrientes, vitaminas y fitohormonas que se

incuban en condiciones controladas. esta técnica de cultivo aséptico se basa

fundamentalmente en el principio de totipontecialidad, que establece que

cualquier célula somatica joven o en proceso de diferenciacion tiene una

alta capacidad o potencialidad para regenerar una planta completa si se

colocan en condiciones controladas y adecuadas (Luna, 2002).

2.2.9.1. Micropropagacion

La micropropagacion es un procedimiento que consiste en el
cultivo bajo condiciones asépticas de 6rganos, tejidos, células o
protoplastos en un medio de cultivo artificial para lograr el
desarrollo y produccion de plantas completas in vitro. Es también
una de las aplicaciones del cultivo de tejidos donde ha habido mas
avances y es aplicada comercialmente a un mayor numero de

especies (Barba et al., 2001).
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2.2.9.2.

El cultivo in vitro se utiliza cada vez mas para la propagacién de
especies amenazadas en peligro de extincion, con el fin de
aumentar rapidamente el nimero de individuos, superar problemas
de fertilidad y de biologia reproductiva, asi como proporcionar
material para su reintroduccion en la naturaleza y contribuir a la
conservacion de la diversidad a mediano y largo plazo (Pedroza,

2008).

Ademas, la micropropagacion de plantas lefiosas a través del

cultivo de tejidos ha sido lograda en varias especies de frutales

cultivadas con el fin de multiplicar genotipos de interés (Pedroza,

2008).

Etapas del cultivo de tejidos

Murashige (1974), encontr6 que era mas Util descartar la secuencia

de eventos relacionados con la micropropagacion de plantas, de las

siguientes maneras.

e FEtapa 0: etapa inicial, de seleccion de la planta madre y
modalidad de pre tratamiento o introduccién bajo condiciones
asépticas se realizan estudios con pruebas seroldgicas debido a
que pueden ser portadoras de enfermedades endofitas que pasan
desapercibidas y luego se vuelven un problema en la etapa de la
multiplicacion.

También es fundamental el conocimiento de su identidad
genética, asi como su vigor y sanidad. Ya que son requisitos

basicos para la obtencién de cultivares confiables
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Etapa I: establecimiento aséptico del explante es el cual se
establece el cultivo inicial o primario

Etapa Il: multiplicacion de brotes, crecimiento de las plantulas
Atapa I1I: enraizamiento o pre trasplante

Etapa IV: aclimatacion (Villalobos y Thorpe 1991; Mejia,

1994).

2.2.9.3. Ventajas de la micropropagacion

Segun Mejia (1994)

v

v

v

Otorga la posibilidad de incrementar rapidamente nuevos
materiales.

Permite controlar las condiciones ambientales, debido a su

independencia de los mismos (luz, temperaturas y humedad

controlada).

Permite estudiar diversos procesos fisioldgicos.

Evita el riesgo de que proliferen agentes patdgenos porque la

micro propagacion se realiza en medios esterilizados.

Se pueden obtener gran cantidad de individuos en espacios

reducidos.

Permite la obtencion de individuos uniformes

Facilita el transporte del material.

2.2.9.4. Inconvenientes y limites de la multiplicacion

Aguirre, Pierre y Leigue, (2010), cita entre las desventajas de la

micropropagacion

v

Estabilidad genética débil en algunos sistemas de propagacion

in vitro
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v" No todas las especies responden igual al cultivo in vitro

v' Cada especie requiere de métodos particulares de cultivo in

vitro

v"Aclimatacion En las plantas cultivadas, la propagacion por
clones favorece la acumulacién de virus. La mayor parte de
los fendmenos de degeneracion (frecuentes en la papa, fresa,
frambuesa, y muy numerosas plantas multiplicadas por
clonacion) son atribuibles a virus latentes a Microplasmas.

v' Por otra parte, debemos sefialar que, para remediar este
inconveniente de la multiplicacion vegetativa, se acude
frecuentemente al cultivo de meristemos (eventualmente
asociado a la termoterapia), es decir a otro método de
multiplicacién (micro esquejado in vitro).

2.2.9.5. Factores que influyen en la micropropagacion
A. Planta donante del explante.

El estado fisioldgico de la planta utilizada como explante influye
significativamente en su capacidad morfogenetica, Roca y
Mroginski (1991), cita a Styer et al. (1983) e indican que los
requerimientos nutricionales y hormonales difieren cuando los
tejidos cultivadas provienen de plantas en diferentes edades
fisioldgicas.

Asimismo, Villalobos et al, (1980) citado por Roca y Mroginski
(1991) mencionan que la edad fisiologica del explante tiene gran

influencia en la morfogénesis.
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B. Explante
Montoya (1991) recomienda tomar en cuenta el tamario, la fuente
y la edad fisioldgica del explante. A medida que se aumenta el
tamano del explante se disminuye la posibilidad de lograr el
objetivo de liberacién viral a medida que se disminuye el tamafio,
la posibilidad de establecer el cultivo y alcanzar la morfogénesis
es menor. Los tejidos méas jovenes y menos diferenciados son en
general los del mayor éxito en cultivo de tejidos. Para cultivos
arbdreos, los callos pueden iniciarse solamente a partir de tejidos
juveniles.
En caso de micropropagacion a partir de semillas, estas tienen
que ser desinfectadas superficialmente y geminar en condiciones
de asepsia. En caso de propagacién vegetativa, los brotes y los
apices meristematicos han sido generalmente la fuente de los
explantes Villalobos (1980) citado por Roca y Mroginski (1991).
Existen otros factores que pueden alterar las respuestas de los
explantes cultivados, como la época del afio en que se realizan los
cultivos, los explantes obtenidos de invernadero o campo, los pre
tratamientos a los explantes y las condiciones de crecimiento de
las plantas donantes de los mismos, Roca y Mroginski (1991).

C. Factores Fisicos
Che et al, (1982), citado por Roca y Mroginski (1991) indican
que las temperaturas de la mayoria de las especies fluctdan entre

24° y 28°C, variando lo regimenes de temperatura en el dia y la
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noche, han encontrado que Gnicamente en un reducido numero de
especies tal relacion es ventajosa.
Villalobos et al, (1980), citado por roca y Mroginski (1991),
demostraron que la luz es un factor fundamental en la
morfogenesis, en el caso de Pinus Radiata, observaron que la luz
interacciona con una Citoquinina durante la diferenciacion de los
brotes adventicios y que la morfogénesis no ocurre cuando falta
uno de esos componentes. El factor luz involucra varios
componentes como son la importancia morfogenética de estos
componentes.
Los factores fisicos ambientales influyen en todos los procesos;
absorcion de agua evaporacién, fotosintesis, respiracion,
crecimiento, floracion, cuajado del fruto, etc., Roca et al. (1991).
D. Asepsia
Esta referida tanto el material vegetal, a los medios recipientes de
cultivo, cuartos de cultivo, lugares de transferencia de cultivo,
operarios y herramientas con los cuales se manipula los cultivos
Montoya (1991).
E. Medios de Cultivo
Es uno de los factores méas determinantes del éxito, existen
respuestas diferentes de las plantas a cada medio especifico,
Montoya (1991), indican los requisitos particulares de nutricion y
hormonas de una determinada planta.
Los nutrientes son esenciales para el crecimiento y desarrollo de

la planta, los reguladores, vitaminas, en minimas
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concentraciones, regulan la distribucion de todo tipo de sustancia
en el interior de la planta y, por consiguiente, son responsables de
la division celular, las auxinas y citoquininas regulan el
desarrollo de los 6rganos (regeneracion) sobre partes de plantas
(explantes), cultivadas in vitro, Roca y Mroginski (1991)

La eleccion de las sales inorganicas y los niveles de sales, estan
basicamente dictado por los recursos del investigador y las
necesidades de la planta de que se trate Montulban (1992), citado
por Salinas.

. Genotipo

Montoya (1991), menciona que algunas plantas resultan ser aptas
y logran mejores respuestas en cultivos in vitro, las diferencias en
la regeneracion de plantas son dependientes del genotipo. La
constituciéon genética y factores como temperatura Optima son
determinantes para el crecimiento y la floracion, forman, color de
flores. Esta depende también de las condiciones fisicas y
quimicas que se crean in vitro.

. Efectos de Posicién y Competencia

A pesar de considerarse que, en todas las células de un
organismo, existe el mismo genotipo, existen fuertes diferencias
entre célula y célula y entre distintos tipos de 6rganos en cuanto a
capacidad de regeneracion en cultivo de tejidos. Se considera en
general que lo tejidos embriogénesis, meristematicos Yy

reproductivos parecen tener una mayor propension para el
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crecimiento y morfogénesis en cultivos de tejidos Montoya
(1991).

H. Sub Cultivo
Montoya (1991), menciona que tanto en los callos como en las
suspensiones celulares existe una capacidad de proliferacion
celular indefinida, originando dos fendmenos importantes; la
perdida de potencial morfogenético y variabilidad genética (el
fendmeno se ha observado menos pronunciado en cultivo de
organos).

I. Suministro de Oxigeno
El suministro de oxigeno en el medio y el uso de un medio
liquido favorecen el enraizamiento, Pierik (1990)

J. Agar
Estudios realizados por Nemeth (1986), citados por Pierik
(1990), demostraron que la formacion de raices adventicias es
pobre en medios solidos, en comparacion de los medios liquidos.
La concentracién del agar en cultivos de tejidos vegetales varia
de 0.6% a 1.0%, los problemas de mala gelificacién se deben
principalmente al empleo de un PH bajo; cuando el gel queda
muy firme se debe a un PH elevado. Se deben evitar periodos
prolongados a altas temperaturas de la autoclave para impedir el
deterioro del agar.

K. PH
Segun Pierik (1990), se conoce poco acerca de la influencia del

PH del medio nutritivo en el cultivo in vitro. El rango apto para
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el crecimiento esta entre 5,0 — 6,5. Un PH menor a 4,5 y un PH
mayor a 7, generalmente frena el crecimiento y desarrollo in
vitro.

2.2.9.6. Reguladores de crecimiento

A. Hormonas

Las sustancias de crecimiento pueden ser enddgenas se producen
dentro de la misma planta o exdgena si se aplican externamente,
frecuentemente las sustancias de crecimiento o Fito reguladores
sintéticos pueden estimular unos procesos y reprimir otros, del
mismo modo, algunas hormonas pueden ser estimulantes a dosis
bajas o inhibitorias a dosis altas; el nivel depende de la especie,
por otra parte, el proceso puede ser afectado por la
administracién de una hormona exdgena si eta es producida
end6gena mente en cantidades suficientes, Osorio, (1988).
Segun Alvarado (1992), los reguladores de crecimiento, llamadas
también hormonas pueden ser origen natural o artificial y se
pueden dividir en:
Grupo I: Auxinas
Acido Indol acético (AlA), Acido Naftal acético (ANA), acido
Indol Butirico (AIB)-2,4 Dicloro Fenoxiacetico (2,4D)
Grupo I1: Citoquininas, 6-Bencilaminopurina (BAP), Kinetina
(KIN), Zeatina (ZEA), Sulfato de Adenina (SO4AD)
Grupo I11: Acido Giberélico (AG3)
Grupo 1V: retardatorios

Cloruro de Clorocolina (CCC), Hidrozina Malpica (Hm)
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Grupo V: Absicico (ABA) AcidoTrans — cindmico (a-Trans-c)
Grupo VI: Etileno
Los grupos mas importantes de hormonas vegetales son las
auxinas, las citoquininas y las Giberelinas que pueden actuar
solas o combinadas, las hormonales estan en funcion del genotipo
y del tipo de tejido utilizado, (Cisneros, 1988 citado por salinas,
1988).
A.l. Auxinas
Mejia (1984) menciona que las auxinas estan identificadas
por ocasionar elongacion del tallo e internudos, tropismo y
dominancia apical abscision y enraizamiento.
Segln Pierik (1990), las auxinas producen la elongacion
celular y expansién de los tejidos, division celular
(formacion de callo) y formacion d raices adventicias,
inhibicion de véastagos axilares y adventicios y
frecuentemente  embriogénesis en los cultivos en
suspension. A bajas concentraciones no se producen rices y
tiene lugar a la formacidn de callos, la utilizacion del 2,4 —
D, puede inducir mutaciones e inhibir la fotosintesis.
En algunos casos las auxinas interactian positivamente
junto con las citoquininas en la regulacion de la division,
elongacion y diferenciacion celular, asi como en la
formacion de 6rganos Dodds y Roberts (1982), citados por

Mejia (1991).
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Roca y Mroginski (1991), indican que las auxinas tienen
una gran capacidad de producir agrandamiento y
alargamiento celular, han encontrado al mismo tiempo que
promueven la division celular en el cultivo de tejidos,
existen Auxinas naturales AlA, indol -3- acetonitrilo, acido
indol -3-propionico, etilindo -3-acetato, entre otros. Entre
las auxinas sintéticas se consideran la 2,4-D, ANA, IBA,
las concentraciones méas usadas son 0.001 a 10 mg-7litro,
0.1 a 10 mg/litro y 1 a 10 mg/litro con un punto 6ptimo de
0.1 a 1 mg/litro, 1 a 5 mg/litro y 2 mg/litro, para el AlA,
2,4 — D y ANA respectivamente, generalmente se usa una
Auxina cada vez, sin embrago, en investigaciones
realizadas en euphorbia marginata, obtuvieron buenos
resultados con el uso simultaneo de 2,4 -D y ANA, (Roca y
Mroginski (1991).
A.2. Citoquininas

Mejia (1991), Roca y Mroginski (1991), mencionan que la
Citoquinina inhibe la dominancia apical y estimula el
desarrollo de los tallos laterales. Osorio (1984), citado por
salinas (1988), menciona que las citoquininas tienen efecto
sobre la sintesis de ADN, ademéas esta comprobado que
induce actividad de las amilasas y proteasas y la sintesis de
la tiamina y auxina.

Las citoquininas producen una mayor actividad en el ritmo

de la mitosis celular, lo que implica que promueven la
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division celular y retarda el envejecimiento o senescencia
de los drganos, ya sea por una accion sobre el ADN o
porque la presencia de Citoquinina hace fluir, por un
mecanismo desconocido, auxina y nutrientes. Las mas
utilizadas son: benzilaminopurina (BAP), isopentil- adenina
(2 IP) y furfurylamino purina (kinetina) Roca y Mroginski
(1991).

En concentraciones altas (1-10mg™) pueden inducir la
formacion de véstagos axilares, porque disminuyen la
dominancia apical; también retardar el envejecimiento
Pierik (1990).

A.3. Accion Combinada de las Auxinas con Citoquininas
Segln hurtado y merino (1994), las auxinas son
importantes para estimular la iniciacion de la raiz, y las
citoquininas promueven la formacién de brotes.
Frecuentemente sus efectos son antagdnicos; una de las dos
sustancias inhibe la accion de la otra. La eficiencia de
ambos depende del tipo de auxinas citoquininas, también
mencionan que la auxina mas efectiva es el 24 Sy la
menos activa, el AlA. Entre las citoquininas, las mas
efectivas son la zeatina y el 2ip. Para satisfacer las
necesidades hormonales, algunas veces se emplean en un

mismo medio dos auxinas o dos citoquininas.
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A.4. Giberelinas

Las Giberelinas han sido definidas biolégicamente como
compuestos que causan elongacion de entrenudos, se sabe
que entre el endospermo y el embrion existe muy poca o
ninguna actividad enzimatica, pero la actividad de varias
enzimas, incluyendo la alfa amilasa, aumenta mucho
después de la aplicacion del acido giberélico. En la semilla
en germinacion, el embridn secreta acido giberelico y asi
controla la movilizacién de las reservas en el endospermo
para su crecimiento y desarrollo Salinas (1988).

Pierik (1990), indica que el AG3 es muy sensible al calor se
pierde el 90% de su actividad biol6gica después del auto
clavado, ademés de causar la elongacion de entrenudos,
induce el crecimiento de los meristemos y yemas in vitro,
también menciona que inhibe la formacion de raices.
Juntamente con Steegmans (1975), indican que inhibe la
formacion de vastagos adventicios, Mejia (1991), menciona
que influyen en el alargamiento celular.

El AG3, es usado con frecuencia como un regulador de
suplemento de las auxinas y citoquininas en medios de
cultivo. Es facilmente soluble en agua, se usa hasta

1000mg/litro.
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Cuadro 02: Diversos efectos de las hormonas y reguladores de

crecimiento
EFECTO AUXINAS | GIBERELINA CITOQUININA ACIDO ETILENO
ABSICICO
Elongacion Celular ] ] NO Sl Sl
Division celular Sl Sl SI NO Si
Induccion de tejido
vascular primario Sl NO Si NO NO
Induccion de tejido
vascular secundario Sl Sl Sl NO NO
Inicio de raices y
brotes Sl Sl Sl Sl Sl
Rotura de
dormancia Sl Sl Sl SI SI
senescencia Sl Sl Sl Si Si
Abscision de flores
frutos y hojas Sl Sl Sl Sl Sl
Crecimiento de
frutos Sl Sl NO NO SI
Expresion de sexo Sl Sl NO NO Sl
Control de apertura
de estomas NO NO Sl Sl NO

Fuente (Morales, 1970)
2.2.9.7. Vitaminas
Roca y Mroginski (1991), mencionan que es necesario agregar
vitaminas al medio, hasta que los cultivos hayan crecido o se hayan
vuelto verdes, en la mayoria de los medios, La Tiamina, Pirodoxina
y el Acido Nicotinico se consideran benéficas y se afiaden de forma
rutinaria. Otras vitaminas como el Acido Pantoténico, Biotina,

Riboflavina y Colina pueden ser utiles, pero no absolutamente
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necesarias, existen vitaminas que son termolabiles como la
Glutamina, Asparagina, la Hipoxantina y el Acido Ascorbico, estas
deben esterilizarse por filtracion.
Segln Moran (1983), citado por Salinas (1980), el uso de vitaminas
favorece el desarrollo de los cultivos de tejidos, ademas de actuar
como reguladores del proceso metabolico.
2.2.9.8. Compuestos Nitrogenados
Se reconoce que las formas de nitrégeno reducido tienen cierto valor
en el cultivo de tejidos, se ha comprobado que el NH4 permite
mayor crecimiento, pero la adicion de aspargina, glutamina u otros
amino&cidos no permite aumento de crecimiento, Montoya (1991).
2.2.9.9. Sustancias Orgénicas
Los hidratos de carbono, son indispensables en cultivo de tejidos,
debido a la incapacidad del explante en un primer momento, 0
porque no realizan una fotosintesis lo suficientemente intensa para
poder ser completamente autétrofa; por consiguiente, el carbono
debe ser provisto por un hidrato de carbono que generalmente se
suministra a través de un azlcar, sacarosa, glucosas y otros Osorio
(1984), citado por Salinas (1988).
2.2.9.10. Endospermo de Coco
La leche de coco (endospermo liquido de semilla de coco) es una
sustancia que contiene una elaborada mezcla de nutrientes
organicos y una combinacion de hormonas como Auxinas,

Giberelinas y Citoquininas Salinas (1988).
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Montoya (1991), ademas menciona que contiene Myo-inositol,
algunos agentes de division celular como la difeniluria, B-D,
ribofuranosinol — zeatina y contiene una serie de aminoacidos
libres como fenilalanina. La calidad de leche de cocos jovenes es
mayor que la de los viejos, que en algunos casos puede inhibir el

crecimiento.

2.2.9.11. Carbén Activado

2.2.9.12.

Pierik (1990), indica que el carbon activado se usa en una
concentracion de 1,2 - 3,0 % p/v. su uso se justifica por lo
siguiente:

e Adsorcion de pigmentos toxicos, marrones Yy negros
(compuestos de tipo fendlico y melanina), y de otros
compuestos toxicos incoloros.

e Oscurece el medio, y como resultado de ellos induce la
formacion de raices y el crecimiento puede ser modificado

e Estabiliza PH
e Es posible que elimine sustancias que pueden promover el
crecimiento
e Adsorcion de otros compuestos organicos (auxinas,
citoquininas, etileno, vitaminas, etc.)

Cantidad de medios de cultivo

Para tener una supervivencia y crecimiento de los cultivos se

requiere un balance entre la masa del inoculo y la cantidad de

nutrientes, Los indculos muy pequefios se ven grandemente

afectadas por cantidades grandes de medios; de la misma manera,
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el crecimiento de indculos grandes frecuentemente esta
restringido por un inadecuado suministro de medio.
2.2.9.13. Esterilizacion
El tiempo empleado para una buena esterilizacion es de 15
minutos a una presion de 15 Ib/in2 (kg/cm2) y a una temperatura
de 120 — 121 °C, debe evitarse la sobre esterilizacion, ya que
podria traer como consecuencia la degradacion de ciertos
componentes del medio nutritivo, asi como la caramelizarian de
los azucares, aminoacidos y reduce la calidad gelificante del agar.
2.3. Definicion de Términos

e Agente Gelificante: sustancia espesante que contiene sustancias que al
agregarse a una mezcla aumentan su viscosidad

e Asepsia. Ausencia de gérmenes gque puede provocar una infeccion.

e Catafilos: En Botanica se denomina catafilo o catafila a cada una de las hojas
modificadas y reducidas que generalmente protegen a las yemas de la planta que
se hallan en reposo, particularmente en érganos subterraneos de reserva como
bulbos y rizomas.

e Clon elite: Los clones de élite son plantas exclusivas que sélo existen como
plantas madre y esquejes, y no se producen semillas porque el cruce de la
hembra con algun macho cambiaria sus rasgos.

e Explante: tejido vivo separado de su 6rgano propio y transferido a un medio
artificial de crecimiento. EI nombre explante es una version castellanizada del
vocablo inglés “explant”; acufiado especialmente para identificar los tejidos

vegetales cultivados In Vitro.
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2.4.

2.5.

e In vitro: (latin: dentro del vidrio) se refiere a una técnica para realizar un
determinado experimento en un tubo de ensayo

e Medio liquido: medio de cultivo con sustancias nutritivas sin agente
gelificante.

e Medio solido: medio de cultivo con sustancias nutritivas con agente gelificante.

e Morfogenético: retroalimentarse por una aportacion de energia exterior.

e Propagacion in vitro: es aquel realizado sobre un medio nutritivo en
condiciones estériles. Puede ser de: plantas, semillas, embriones, 6rganos,
explantes, células y protoplastos. Hace factible la manipulacion de las célula
individuales o tejidos. Fundamental para transformacion genética

Formulacion de la Hipotesis

2.4.1. Hipotesis general

Ninguno de los tratamientos planteados nos dara el mejor resultado

2.4.2. Hipotesis especificas

Por lo menos unos de los tratamientos planteaos nos dara mejor resultado

Identificacion de Variables

Dentro de los factores o las variables en estudio tenemos a las siguientes:

Variable dependiente

Multiplicacién in vitro de tres variedades de ajos para la formacion de

microbulbillos

Variable independiente

Estandarizacion de un protocolo in vitro del mejor medio de cultivo para la

formacion de microbulbillos de tres variedades de ajos
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2.6. Definicion Operacional de Variables e Indicadores

VARIABLE DIMENSION INDICADOR
M1 Gamborg Miller y Ojima (1965)
4 medios de cultivo
Inicio %
Proliferacién %
Estandarizacion de un | Pre bulbeo %
8 protocolo in vitro mejor | bulbeo %
o
E medio de cultivo para la M2 Murashige y Skog (1962) Modificado IBT
()
& | formacion de
é (2015)
- microbulbillo  de  tres Inicio %
variedades de ajo Proliferacion %
Pre bulbeo %
Bulbeo %
e Porcentaje en la eficiencia en la desinfeccion
%
e Altura de planta
Multiplicacion in vitro de Cm
@® ) _ ¢ Numero de hojas
= tres variedades de ajos Unid
2 y  Namero de microbulbillos _
T | para la formacion de Unid
(b} .

o . . e Numero de hojas .
8 microbulbillos Unid
e Longitud de Vitroplanta

Cm
e Diametro de Microbulbillo

Cm
e Peso de Microbulbillos G
e Numero de raices. -
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CAPITULO Il
METODOLOGIAY TECNICAS DE INVESTIGACION
3.1. Tipo de Investigacion
La investigacion es experimental y aplicada
3.2. Método de Investigacion
El método de investigacion utilizando en el trabajo de investigacion es el método
Inductivo-Deductivo
3.3. Disefio de Investigacion
3.3.1. Disefio experimental
Este trabajo fue conducido con un Disefio Completamente al Azar (DCA),
con arreglo factorial de 2x3 (correspondiendo al primer factor 2 medios de
cultivo y el segundo a tres variedades de ajos; se utilizaron 10 repeticiones
por tratamiento haciendo un total de 60 unidades experimentales), a un nivel
de significancia = 0,05. La comparacion de los tratamientos de media se
realiz6 mediante prueba de Tukey al 95% de confianza.

3.3.2. Modelo Estadistico:
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El modelo estadistico lineal para un bifactorial en el cual se ajusta el anlisis

de varianza que es el siguiente.

Yijk = u+ Ai + Bj + (A * B) ij+ Eijk

Donde:

Yijk = variable respuesta

u = efecto comun a todas las observaciones

Ai = Efecto de i-ésimo- nivel del factor A;i=al, a2,...ai niveles A

Bj= efecto del j — ésimo nivel del factor B; j =bl, b2,... bj niveles B

A*Bij =efecto del i-ésimo nivel del factor A con j-ésimo nivel del factor

B;ij =albl, alb2,....aibj interacciones

Eijk=Error del modelo

3.3.3. Andlisis de Varianza (ANVA)

En el siguiente cuadro se detalla el andlisis de varianza:

F.VvV GL SC CM FC FT
Factor A a-1 SCA SCA/a-1 CMA/CM F(o,glA,gl
Error Error)
Factor B b-1 SCB SCB/b-1 CMB/AM F(o,gIB,gl
Error Error)
A*B (a-1)(b-1) SCAB SCAB/(a-1)(b-1) | CMAB/CM | F(a,glAB,gl
Error Error)
Error Ab(r-1) SCERROR | SCERROR/ab(r-1)
Total Abr-1 SCTOTALES

3.4. Poblacion y Muestra

Poblacién

Estuvo constituida por el nimero de plantas de las tres variedades de ajos con dos

tratamientos de Medios de cultivo haciendo un total de 60 plantulas.
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Muestra

La muestra estuvo representada por de 10 plantas por variedad (3 variedades de
ajos), con 2 Medios de cultivo.

3.4.1. Distribucidn de los tratamientos

Los tratamientos se distribuyeron de la siguiente manera:

Tratamientos Clave Descripcion
1 M1 B Medio 1 x var Barranquino
2 M1 Medio 1 x var. Napuri
3 M1 BL | Medio 1 x var. Blanco. H
4 M2 B Medio 2 x var Barranquino
5 M2 Medio 2 x var. Napuri
6 M2 BL | Medio 2 x var. Blanco H

Fuente: Elaboracién Propia
Donde:
Variedades:
B: Barranquino
Napuri
Bl: Blanco Huaralino
Dos medios de cultivo
M1: Ms Gamborg Miller y Ojima (1965)

M?2: Murashige y Skog (1962) Modificado IBT (2015).
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Ubicacion de cada Tratamientos

1 BM1 NM1 BLM1 11 | BLM?2 NM2 BM2
2 BM1 BLM1 NM1 12 | BLM?2 BM2 NM2
3 NM1 BM1 BLM1 13 BM2 NM?2 BLM2
2 T Nl TBLMT | BMI 14| BM2 | BLM2 | NM2
5 BLM1 NM1 BM1 15 NM?2 BLM2 BM2
6 BLM1 BM1 NM1 16 BM2 NM?2 BLM2
7 BM1 NM1 BLM1 17 NM?2 BM2 BLM2
8 BM1 BLM1 NM1 18 | BLMZ2 NM2 BM2
9 NM1 BM1 BLM1 19 | BLM2 BM2 NM2
10| NM1 [ BLM1 | BM1 20 | NM2 | BLM2 | BM2

10 repeticiones por tratamiento = 60 unidades experimentales

Leyenda:

B: Barranquino

N: Napuri

Bl: Blanco

3.5. Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos
La técnica de recoleccion de datos en el trabajo de investigacion fue la observacion
y el principal instrumento de recoleccion de datos que se utilizo fue la ficha de
coleccion de datos

3.6. Técnicas de Procesamiento y Analisis de Datos
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3.7.

3.8.

3.9.

El procesamiento y el analisis de los datos se realizaron mediante el analisis de
varianza de los datos, utilizando el software estadistico Infostat

Tratamiento Estadistico

Para comparar los promedios de los tratamientos y para poder clasificarlos, se
aplicé la prueba de Tukey al 95% de confianza

Seleccion, Validacion y Confiabilidad de los Instrumentos de Investigacion

La seleccion, validacion y confiabilidad de los instrumentos utilizados en la
presente investigacion se realizaron con el apoyo de bibliografia presentada en
trabajos de investigacion similares a nuestro tema para determinar el mejor medio
de cultivo para la multiplicacion in vitro y formacion de microbulbillos de tres
variedades de ajos. En base a lo obtenido de dichas fuentes, se elaboraron las listas
de descriptores morfoldgicos para nuestra investigacion,

Orientacion Etica

El desarrollo del presente trabajo de investigacion servira de referencia para otras
investigaciones y contribuird al conocimiento en el cultivo in vitro para la
formacion de micro bulbillos, fue desarrollado siguiendo los valores éticos del
investigador y es asi que doy fe que lo que se expone en el presente documento
esta representado en sus resultados fiel a las evaluaciones realizadas en el

laboratorio
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Descripcion del Trabajo de Campo
El presente trabajo de investigacion tuvo la siguiente secuencia
a) Ubicacion del campo experimental
El experimento se realizd en la Universidad Nacional Agraria La Molina, en el
area de Cultivo de Tejidos del laboratorio del Instituto de Biotecnologia (IBT),
departamento de Lima, a una altitud de 247 msnm, longitud 76°57'W vy latitud
12°05'S, la duracién del experimento fue de 5 meses durante el 2018
b) Ubicacién politica
Departamento: lima
Provincia: lima
Distrito: la molina
Lugar: universidad nacional agraria la molina (instituto de biotecnologia IBT)
4.1.1. Materiales y equipos

A. Material vegetal
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Se utilizaron bulbos de ajos cosechados en estado de madurez 3
variedades: Barranquino, Napuri y Blanco Huaralino, se procedio a
seleccionar aquellos que no presentaron sintomas y signos de
enfermedades, estos bulbos fueron disgredados en sus respectiva “dientes”
y se mantuvieron bajo refrigeracion (8 a 10 °C) durante 15 dias para
estimular el proceso de grelacion
B. Materiales de vidrio
v Tubos de ensayo, frascos de vidrio, jeringas, pipetas y probetas.
C. Equipos
v’ Agitador magnético, Autoclave, Balanza analitica, potenciémetro,
destilador, estufa, microondas, shakers, incubadora y camara de flujo
laminar.
D. Instrumentos
v’ Bisturi, vernier, pinzas (curva, recta), papeles, para film
E. Reactivos
v’ Sales de Murashige y Skoog, Vitaminas (Tiamina, Glicina, Acido

Nicotinico, Adenina Hormonas (BAP, ANA, kinetina, IAA)

F. Otros Materiales
v" Agua destilada, sacarosa, Myo inositol, sacarosa, alcohol 96°

G. Medios de cultivo
Se utilizaron 2 medios de cultivo el primer medio e de Ms Gamborg
Miller y Ojima (1965) adicionado con reguladores de crecimiento
kinetina, IAA y el segundo es el de Murashige y Skoog (1962) modificado

IBT (2015)
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4.1.2. Tratamientos
A. Tratamientos de desinfeccion
El nimero de repeticiones por tratamiento fue de 15, cada explante fue
sembrado en un tubo de ensayo con medio Ms de Gamborg Miller y
Ojima (1968) y Murashige y Skoog (1962).modificado IBT 2015

Cuadro 03: Tratamientos de desinfeccion

Pre desinfeccion

Tratamiento | Detergente | Bactericida fungicida
(Phyton)iml/i
T1 10 min por 1 hora 24 horas
T2 10 min por ¥ hora Por % hora
T3 10 min por 20 min por 20 min

Desinfeccidn dentro de cdmara de flujo laminar

Alcohol 96° | NaOCl% Después del
corte lejia %

T1 1 seg 2 X(20 min) 10x (5 min)
T2 3seg 2X (20 min) 10x (20 min)
T3 3seg 2 X(20 min) 10x (20 min)

B. Medios de cultivo

Se utilizaron dos medios de cultivo

- M1 Gamborg Miller y Ojima (1968)

- M2 Murashige y Skoog modificado (1962) modificado IBT (2015)
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Cuadro 04: Composicion del medio de Gamborg Miller y Ojima (1968)

para la fase de Multiplicacion de las tres variedades de ajos para la

formacion de Micro Bulbillos

Gamborg Miller y Ojima (1968)
Concentracion mg/I
Macronutrientes | Inicio Proliferacion Pre Bulbeo Bulbeo
(NH4)2s04 134 1650
MgSO4.7H20 250 370 370 370
KNO3 2500 1900 1900 1900
CaCl2.2H20 150 440 440 440
NaH2P0O4.H20 150 170 170 170
Micronutrientes
MnSO4.4H20 10.0 22.3 22.3 22.3
ZnS04.7h20 2.0 8.6 8.6 8.6
H3BO3 3.0 6.2 6.2 6.2
Kl 0.75 0.83 0.83 0.83
Na2Mo04.2H20 0.25 0.25 0.25 0.25
CuS04.5H20 0.025 0.025 0.025 0.025
CoCI2.6H20 0.025 0.025 0.025 0.025
FeSO4.7H20 27.8 27.8 27.8 27.8
Quelato de
Hierro
FeNaEDTA 3.67 3.67 3.67 3.67
Vitaminas
Myo — Inositol 100 100 100 100
Glicina 2.0 2 2 2
Acido Nicotinico 0.5 0.5 0.5 0.5
Pirodoxina 0.5 0.5 0.5 0.5
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Tiamina 0.1 0.5 0.5 0.5
Aminoacido
Adenina 80 80 80 80
Hormona
AlA 0.01 0.3 0.6
KINETINA 0.1 1.0 2.0
Otros
compuestos
organicos:
sacarosa 20 gr/l 20 gr/l 20 gr/l 20 gr/l
Agar 7gr/l Tgr/l Tor/l Tgr/l
PH 55 55 55 55
Fuente: IBT

Cuadro 05: Composicion del medio de cultivo Murashige y Skoog

modificado (1962) IBT (2015), para la fase de multiplicacion de las tres

variedades de ajos para la formacion de micro bulbillos

Murashige y Skoog (1962), modificado IBT (2015)

Concentracion mg/I
Macronutrientes Inicio | Proliferacion | Pre Bulbeo Bulbeo
NH4NO3 1650 1650 reducido a la cuarta reducido a la
parte 412.5 cuarta parte 412.5
MgS0O4.7H20 370 370 370 370
KNO3 1900 1900 1900 1900
CaCl2.2H20 440 440 440 440
KH2PO4 170 170 170 170
Micronutrientes
MnS0O4.4H20 22.3 22.3 22.3 22.3
ZnS04.7h20 8.6 8.6 8.6 8.6
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H3BO3 6.2 6.2 6.2 6.2

Kl 0.83 0.83 0.83 0.83
Na2Mo0O4.2H20 0.25 0.25 0.25 0.25
CuS04.5H20 0.025 0.025 0.025 0.025
CoClI2.6H20 0.025 0.025 0.025 0.025
FeSO4.7H20 27.8 27.8 27.8 27.8

Quelato de Hierro

FeNaEDTA 3.67 3.67 3.67 3.67
Vitaminas
Myo — Inositol 100 100 100 100
Glycina 2.0 2 2 2
Acido Nicotinico 0.5 0.5 0.5 0.5
Pirodoxina 0.5 0.5 0.5 0.5
Tiamina 0.1 0.5 0.5 0.5
Hormona
BAP 0.2 2.0
ANA 0.5 2.0

Otros compuestos

organicos:
sacarosa 20 gr/l 20 gr/l 90gr/l 140gr/l
Agar liquido 7gr/l liquido liquido
PH 5.8 5.8 5.8 5.8
Fuente: IBT

El medio de IBT para la formacién de Microbulbos se propuso en base a
estudios previos realizados en especies de ajos, donde también se usaron
meristemos de ajos para la micropropagacion.

La prueba de los medios de cultivo se realizO después de superar un

establecimiento in vitro de explantes vigorosos y bien desarrolladas para esta
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prueba, es decir, aquellas que tenian mas de dos hojas con coloracion verde y
con 10 cm a mas
4.1.3. Descripcion de los tratamientos
A. Tratamientos de desinfeccion de la semilla
Para este experimento se trabajé con semillas de ajos de la variedad
arequipefia lo cual consistid de 3 tratamientos de desinfeccion con una pre
desinfeccion antes de ser llevada a camara de flujo laminar y una
desinfeccion dentro de cdmara de flujo laminar los procedimientos fueron
los siguientes
A. 1. Primer Tratamiento de desinfeccion pre desinfeccion (T1)
Se pusieron 15 semillas de ajos en frascos estériles de 200 ml, éstas
se seccionaron transversalmente a la mitad a fin de exponer el apice
caulinar en crecimiento, fueron remojados en una soluciéon de
detergente por 10 min. Con 3 enjuagues con agua corriente, se
sumergieron en una solucion de bactericida (Phyton 1ml/l) por 1
hora se enjuagd 3 veces con agua corriente y se volvi6 a sumergir en
una solucion de fungicida (Benlate 1gr/100ml), por 24 horas y se
enjuago 3 veces con agua destilada.
A.1.1 Desinfeccion dentro de la Camara de flujo Laminar
Se eliminaron algunas capas envainadoras y fueron
sumergidos en alcohol al 96° por 1 seg, se enjuago 2 veces
con agua destilada estéril, seguido fueron sumergidos en
hipoclorito de sodio al 2% por 20 minutos con 3 enjuagues,
se eliminaron mé&s capas envainadoras y se volvieron a

remojar en lejia al 10 % por 5 minutos con 3 enjuagues, por
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ultimo, se eliminaron mas hojas envainadoras extrayendo el
domo meristematico con dos primordios foliares. El explante
obtenido de 3 a 4 mm de longitud fueron puestos en tubos de
ensayo conteniendo medios de cultivo liquido ya preparado.

Figura 01: Esquema corte longitudinal de un diente de ajo.

Hoja de brotacién
12, hoja verdadera

Hoja protectora
Hoja reservante

28, hoja verdadera

38, hoja verdadera ;
{ —5t-+t+— Disco de la futura planta

Primordios radiculares ““l - Restos del disco del bulbo madre|

Fuente: Burba (1992).
A.2. Segundo tratamiento de desinfeccion (pre desinfeccion) (T2)

Se pusieron 15 semillas en frascos estériles de 200 ml, estas se
seccionaron transversalmente a la mitad a fin de exponer el apice
caulinar en crecimiento, fueron remojados en una solucion de
detergente por 10 minutos con 3 enjuagues de agua corriente,
fueron sumergidos en una solucion de bactericida (Phyton 1ml/I)
por 1/2 hora, se enjuagd 3 veces con agua corriente y se volvié a
remojar en una solucion de fungicida (Benlate 1gr/100ml), por 1/2
hora con enjuague de 3 veces con agua destilada.
A.2.1. Desinfeccion dentro de la cAmara de flujo laminar

Se eliminaron algunas capas envainadoras y fueron

sumergidos en alcohol al 96° por 3 seg, se enjuago 2 veces
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con agua destilada estéril, seguido fueron sumergidos en
hipoclorito de sodio al 2% por 20 minutos con 3 enjuagues,
se eliminaron méas capas envainadoras y se volvieron a
sumergir en lejia al 10 % por 20 minutos con 3 enjuagues,
por Ultimo, se eliminaron hojas envainadoras extrayendo el
domo meristematico con dos primordios foliares. El
explante obtenida de 3 a 4 mm de, longitud fueron puestos
en tubos de ensayo conteniendo medios de cultivo, liquido
ya preparado.
A.3. Tercer tratamiento de desinfeccion (pre desinfeccion) (T3)
Se pusieron 15 semillas de ajos en frascos estériles de 200 ml,
éstas se seccionaron transversalmente a la mitad a fin de exponer el
apice caulinar en crecimiento, fueron sumergidos en una solucion
de detergente por 10 minutos con 3 enjuagues con agua corriente,
seguidos fueron sumergidos en una solucion de bactericida
(Phyton 1ml/I) por 20 minutos , se enjuagd 3 veces con agua
corriente y se volvié a sumergir en una solucién de fungicida
(Benlate 1gr/100ml), por 20 minutos con enjuague de 3 veces con
agua destilada.
A.3.1. Desinfeccién dentro de la cAmara de flujo laminar
Se eliminaron algunas capas envainadoras y fueron
sumergidos en alcohol al 96° por 3 seg, se enjuago 2 veces
con agua destilada estéril, sequido fueron sumergidos en
hipoclorito de sodio al 2% por 20 minutos con 3 enjuagues,

se eliminaron mas capas envainadoras y se volvieron a
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remojar en lejia al 10 % por 10 minutos con 3 enjuagues,
por Ultimo, se eliminaron hojas envainadoras extrayendo el
domo meristematico con dos primordios foliares. El
explante obtenida de 3 a 4 mm de, longitud fueron puestos
en tubos de ensayo conteniendo medios de cultivo ya
preparado.
B. Tratamientos de los medios de cultivo
Para el desarrollo de estas prueba se realizé nuevamente la introduccién
de las tres variedades de ajos utilizando el tratamiento 3 de desinfeccion,
el cual resulto ser el mejor para este proceso.
Por cada variedad se trabajaron 15 repeticiones y cada meristemo se
consider6 como una repeticion, las repeticiones estuvieron en funcién al
material vegetal disponible después de lo obtenido en la desinfeccion.
Como resultado que se obtuvieron fueron aceptables ya no fue necesario
utilizar una mayor cantidad de explantes.
B.1. Etapa de Inicio
Se seleccionaron semillas que mostraban indicios de apice caulinar,
en semillas sanas y sin pudricion. Fueron cortados a la mitad y se
cortaron capas envainadoras hasta obtener 4,0 mm de longitud de
domo meristematico. Esta etapa es importante ya que se evaluara %
de desinfeccion, Altura de planta, Numero de hojas. Las plantulas
estuvieron por 30 dias en esta etapa, (Foto 02, 03,04)
B.2. Etapa de Proliferacion
Se seleccionaron 10 explantes que alcanzaron un desarrollo adecuado

(6 a 12 cm de longitud) con 2 hojas, en esta etapa las plantulas aun
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B.3.

B.4.

son muy débiles y es necesario hacer cortes cada dos semanas, por 60
dias, con este método las plantulas engrosaran y asi poder soportar los
siguientes procesos de pre bulbeo y bulbeo, en la camara de flujo
laminar los brotes fueron seccionados a 4 cm de longitud desde la
corona de la planta y se eliminaron sus raices. Estos explantes se
cultivaron en tubos de ensayo conteniendo medios de proliferacion,
(Foto 08)

Etapa de Pre Bulbeo

Las plantulas fueron trasladadas al medio de pre bulbeo para inducir a
la formacion de microbulbillos, esta etapa se hizo cortando la planta a
4 cm de longitud, este medio de pre bulbeo se muestra en el inductor
de bulbificacion, previamente esterilizado en las mismas condiciones
descritas para la micro propagacion.

Los cultivos se colocaron en un Shakers en modo de agitacion para la
absorcién de nutrientes con fotoperiodo de 16 h diarias de luz y 8 de
oscuridad con temperatura de 18 °C, durante 10 dias, (Foto 09,10)
Etapa de bulbeo

Las vitroplantas obtenidas en la fase anterior fueron empleadas para
inducir bulbificacién in vitro. Al respecto, las plantulas deberan
alcanzar un desarrollo adecuado (6 a 8 cm de longitud), y bajo la
camara de flujo laminar, los brotes fueron seccionados a 2.5-3.0 cm
de longitud. Estos explantes se cultivaron en frascos conteniendo 20
ml del medio liquido inductor de bulbificacion, previamente

esterilizado en las mismas condiciones descritas para la micro
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propagacion, fueron puestas en un shaker, en modo de agitacion, para
la absorcién de nutrientes y llenado de bulbo.
Fueron trasladadas a un cuarto de incubacion a fotoperiodo de 16
horas diarias de luz y temperatura de 18°C, durante 60 dias, (Foto
11,12)
4.1.4. Evaluacién de las variables
Los datos que se registraron en el trabajo de investigacion son las referidas a
las variables involucradas en este trabajo experimental, los cuales son los
siguientes:
A. desinfeccién
- contaminacion de explantes de ajos de las tres variedades Barranquino,
Napuri, blanco Huaralino
- sobrevivencia de explantes de las tres variedades de ajos
B. fase de establecimiento
Para la fase de establecimiento de ajos se hicieron evaluaciones semanales
por un periodo de cuatro semanas en donde se evalu lo siguiente:
- altura de planta
- numero de hojas
C. fase de multiplicacion
Para la fase de multiplicacién se hizo una evaluacién de las cuatro

semanas de iniciada la prueba y se evaluaron las siguientes variables:

numero de mirobulbillos

numero de hojas

longitud de vitoplanta

diametro de microbulbillo
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- peso de microbulbillo
- numero de raices
4.2. Presentacion, Andlisis e Interpretacion de Resultados
4.2.1. Tratamiento de Desinfeccion
Se consider6 a los explantes de ajos como contaminados cuando estas han
sido atacadas por hongos o bacterias, los agentes pueden aparecer en la
misma yema, en el tallo o en la superficie del medio, indicando que el
tratamiento empleado no fue efectivo para eliminar los contaminantes.

Cuadro 06: Porcentaje de desinfeccion de explantes de ajos

Tratamiento N° % % de mortandad %

Explantes contaminacion por quemaduras | desinfeccion

T1 15 3 30 67
T2 15 5 20 75
15 2 6 92

Fuente: Elaboracion Propia

De acuerdo con los resultados mostrados en el cuadro 06 y la figura 02, el
tratamiento que presenta menor porcentaje de mortandad y contaminacién es
el tratamiento T3 que consistio de 2 etapas, pre desinfeccion y desinfeccion.
Puede observarse también que los tratamientos 1 y 2 tuvieron un menor éxito
en la limpieza de las semillas de ajos, (Allium sativum. L), el primero
presento 3% de contaminacion y 30 % de quemaduras y el segundo 5% de
contaminacion y 20% de, quemaduras la que indica que el tratamiento 3 es el
mejor; pero como sSe expondra a continuacion los resultados de
sobrevivencia, nos ayudaran méas adelante a elegir cual es el mejor
tratamiento en la fase de multiplicacion para la formacion de microbulbillos

de ajos (Allium sativum. L).
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Los agentes patdgenos observados durante las evaluaciones fueron hongos y
bacterias. Cabe resaltar que las quemaduras fueron lo que mataron con mayor
frecuencia los meristemos de ajos.

Figura 02: Tasa de Desinfeccion

% de Desinfeccion

100 92
90
80 75
70 67
60
X w0
40 30
30 20
20
10 305 I I é
0 1 |
% de Contaminacion % de Quemaduras % Desinfeccion
Titulo del eje
Tl mT2 T3

Fuente: Elaboracién Propia

Con estos resultados parciales se observa que a menor concentracion y el
tiempo de exposicion de las semillas de ajos al fungicida y bactericida
influyen favorablemente para disminuir la contaminacion y mortandad. El
uso de hipoclorito de sodio al 2% en el primer corte y 10% de lejia en el
corte final para la siembra fué de bastante ayuda para controlar la presencia
de hongos y bacterias y sobre todo para controlar la mortandad por
quemaduras. Sin embargo, se debe tener en cuenta que los meristemos
empleados fueron de semillas con buen estado y con presencia de apice
caulinar, aun asi, hubo contaminacion y mortandad por quemaduras.

En un estudio realizado de cultivo in vitro de brotes de ajos por Hurtado y
Merino (1988), publicaron que el material vegetativo contiene en la

superficie abundante microflora que debe ser eliminada por medio de una
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4.2.2.

desinfeccion antes del corte y del tejido u 6rgano que sera empleado como
inoculo. El agente desinfectante méas adecuado, asi como su concentracion y
el tiempo de desinfestacion, debe ser determinado empiricamente para el
material vegetativo con el que se trabaja. En general, casi siempre se usan
soluciones de hipoclorito de calcio o de sodio (blanqueador casero), los
cuales liberan al cloro como agente desinfectante activo.

Vargas y Garcia (1997), citados por LoOpez y colaboradores (2011),
mencionan que el NaClO puede ser fitotoxico en altas concentraciones e
incluso recomiendan el uso de este desinfectante en cultivos de tejidos
vegetales a concentraciones de 0, 01 a 3%, lo cual indica una variabilidad de
respuesta dependiendo del tejido.

Hasegawa y colaboradores (2000), citados por L6pez y colaboradores (2011),
indican que la susceptibilidad de los explantes al hipoclorito de sodio en ajos
esta asociada al cation Na+, el cual corresponde a un ion no esencial en la
mayor parte de los tejidos vegetales que es altamente toxico en una gran
variedad de plantas.

Sobrevivencia de Explantes

No solo se trata de reducir el porcentaje de contaminacién también hay que
tener en cuenta la sobrevivencia de los explantes de ajos ya que se puede
tener un elevado porcentaje de desinfeccion como los obtenidos con el T3,
pero tambien puede reportarse muerte de explantes.

En el cuadro 07 y figura 03 se puede observar los resultados obtenidos para
la sobrevivencia de explantes en la segunda introduccion de ajos con las tres
variedades Burranquino, Napuri, Blanco; al cabo de un mes. Los explantes

que han sido considerados como sobrevivientes a los efectos de los
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tratamientos, son aquellos que han sido desinfectados y mantuvieron intacta
su capacidad de poder crecer y desarrollarse en los medios de cultivo y seguir

con las siguientes etapas.

Cuadro 07: Sobrevivencia de los explantes de las tres variedades de ajos

Fuente: elaboracion propia
Figura 03: Porcentaje de sobrevivencia de las tres variedades de ajos con

tratamiento

T3 de desinfeccion

% de sobrevivencia

102

100
100
98
94 93 93
92
90
88

Barranquino Napuri Blanco Huaralino

% de desinfeccion
&

T3 T3 T3
Tratamiento y Variedad
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Como se observa al repetir el tratamiento T3 de desinfeccion con las tres
variedades de ajos; Barranquino, Napuri y Blanco. La variedad Barranquino es
el que presenta un 100% de efectividad, pero no obstante la variedad Napuri y
Blanco presentan un porcentaje de sobrevivencia de 93% que es aceptable.

Las principales causas de muerte de plantas por necrosis observados durante
las evaluaciones fueron ocasionadas por el Hipoclorito de Sodio (NaOCL), en
la Ultima fase de corte, la composicion del hipoclorito afecta al desarrollo del
explante causando la necrosis y su muerte. Esto se debe a la capacidad de
toxicidad causada por el producto desinfectante a nivel de la célula vegetal
(Zevallos, 2009).

Los resultados obtenidos por (Dodds y Roberts, 1986). En un trabajo de
investigacion de Establecimiento de plantulas in vitro de clones de ajo peruano
(Allium sativum L.) EI tratamiento de los explantes con hipoclorito de calcio
(1%) e hipoclorito de Sodio (0.1%) durante 10 y 15 minutos, respectivamente,
permitid una eliminacién total de los microorganismos contaminantes. Los
métodos de desinfeccion pueden excluir todos los microorganismos no
infecciosos asociados a la superficie, este aspecto es importante debido a que
todos los medios de cultivo empleados son ricos en nutrientes que facilitan el
crecimiento de bacterias y hongos.

Otro factor que puede influenciar a la sobrevivencia del meristemo de ajos es
el tamafio del meristemo (explante) de ajo sembrado de 0.5-2 mm presenta
gran influencia en la limpieza del material vegetal, debido a que entre mas
pequerio sea el explante menor es el riesgo de contaminacion (Pérez, 1998).

4.2.3. Altura de planta a los 30 dias para el establecimiento
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Cuadro 08: ANOVA para altura de planta de las tres variedades de ajos a

los 30 dias de establecimiento

Fuente GL SC CM F P

Significacién

Medios 1 29.400 29.40 58.65 < 0.0001
variedad 2 12.730 6.37 12.70 < 0.0001

M*V 2 5.439 2.72 5.42 0.0071
Error 54 27.070 0.50
Total 59 | 74.639

CV =10.79 %

En el cuadro 08 se muestran los resultados del andlisis de varianza para la
altura de planta a los 30 dias de establecimiento, el cual es altamente
significativo estadisticamente (menor a 0.05) para los medios, variedades y la
interaccion medios x variedad. Esto nos indica que hay diferencia entre los
medios y variedades probadas en el proyecto, como la interaccion Medio y
Variedad es significativo estadisticamente se realiza el analisis de los efectos
simples. El coeficiente de variabilidad fue de 10.79 %
En base a la significacion estadistica alcanzada por los efectos principales y
los efectos de interaccion, se procedio a realizar el analisis de varianza de los
efectos simples de la interaccién M x V (cuadro 10)

Cuadro 09: ANOVA de los efectos simples de la interaccién M x V para

la altura de planta a los 30 dias de establecimiento

P

FUENTE SC GL CM F L
significacion

Medio - Variedad B | 15.84 1 1584 | 71.86 | <0.0001 **

Medio - Variedad N 1.51 1 1.51 2.62 0.1230
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Medio - Variedad Bl | 17.48 1 17.48 | 24.77 | <0.0001 **
Variedad - M1 11.26 2 5.63 | 21.88 | <0.0001 **
Variedad - M2 6.91 2 3.45 4.64 0.0186 **

Error 27.1 54 0.50

En el cuadro 09 se muestra el ANVA de los efectos simples de la

interaccion M x V para altura de planta a los 30 dias fase de

establecimiento, donde se observa que las fuentes Medios en interaccion

con variedad B y BL, presentaron significacion estadistica, por otro lado,

las fuentes de V en interaccion con M1 y M2 también presentaron

significacion estadistica lo que indica que se deben comparar las medias

segun Tukey al 5% de probabilidad para todas las interacciones

significativas.

Cuadro 10: Prueba de significacion de los efectos simples de la

interaccion M x V para altura de planta de las tres variedades de ajos a los

30 dias de establecimiento, segin Tukey al 5% de probabilidad

Interaccion lineas Promedio Agrupacion

M2 7.94 A

B M1 6.16
M2 6.97 A
N M1 6.42 A
M2 6.88 A

BL M1 5.01
B 6.16 A

M1 BL 5.01
B 7.94 A

M2 BL 6.88
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En el cuadro 10, se presenta la prueba de comparacion de medias de los
efectos simples de la interaccion M x V para altura de planta a los 30 de
establecimiento, segun Tukey al 5% de probabilidad. Se observa que las
interacciones B y BL con promedios 7.94 y 6.88 respectivamente con el
medio M2 compuesto por Murashige y Skoog fueron significativamente
diferente frente al medio M1, por lo tanto el M2 seria el més adecuado para
estas variedades.

Para el caso de la variedad Napuri no presenta diferencia entre los medios,
responde de igual forma tanto para los medios M1 y M2 ya que obtuvo
alturas promedios similares.

Por otro lado, cuando se interacciono M1 y M2 con variedad B con

promedios de 6.16 y 7.94 fue significativamente diferente a la variedad BL.

Figura 04: Gréfico de barras de altura promedio de las 3 variedades de

ajos a los 30 dias en fase de establecimiento

Longitud Promedio de Variedades de ajo en medio 1y2
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DISCUSION
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Estos resultados se atribuyen a que los micro elementos resultan ser
indispensables para el crecimiento, intervienen como activadores
(eventualmente como constituyentes) de diversos sistemas enzimaticos; a
veces los micro elementos se utilizan a concentraciones mas elevadas con el
objetivo de provocar una activacion de crecimiento Margara (1988).
4.2.4. Namero de Hojas a los 30 dias de establecimiento
Cuadro 11: ANOVA para nimero de hojas a los 30 dias fase de

establecimiento.

Fuente GL SC CM F P-valor
significacion
Medios 1 2.82 2.82 12.17 0.001 **
Variedad 2 0.63 0.32 1.37 0.263
M~V 2 0.23 0.12 0.50 0.607
Error 54 12.50 0.23
Total 59 16.18

CV=1729% CV (Aj)=7.40%
En el cuadro 11 del analisis de varianza para nimero de hojas a los 30 dias;
se observa que, en la fuente Medios existe una alta significacion estadistica,
debido al comportamiento heterogéneo de los medios para este caracter en
estudio. Para las fuentes variedad e interaccion M x V no existe diferencia
significativa, porque los niveles de cada factor actuaron
independientemente. El coeficiente de variabilidad fue de 17.29 % el cual

indica que dentro de cada tratamiento el nimero de hojas fue heterogéneo
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Cuadro 12: Prueba de significacion de medias de los Medios de cultivo

para el numero de hojas a los 30 dias fase de establecimiento, segun

Tukey al 5% de probabilidad.

Medios N | Medias | Agrupacion
M1 30 2.57 A
M2 30 3.00 B

En el cuadro 12 de la prueba de significacion de los promedios para nimero

de hojas a los 30 dias de establecimiento en la fuente de medios, se observa

que los medios M1 de Gamborg Miller y Ojima con promedio de 2.57 y M2

de Murashige y Skoog con promedio de 3.0 son diferentes.

Figura 05: Comparaciones de numero de hojas en los medios M1y

M2

Numero de hojas en medio M1y M2
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B
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Figura 06: Gréafico de barras de Numero de Hojas promedio de las

Tres Variedades de Ajos a los 30 dias de establecimiento
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Prueba de Tukey para Namero de hojas

3.407

3.16
AB

2.931
AB

N° HOJAS

2.69
AB AB

A

2.461
M1:B ML:N ML:BL M2:B M2:N M2:BL

MEDIOS*VARIEDAD

En en la figura 5 y 6 se muestran que los medios M1 y M2 son diferentes
estadistiicamente, dando con mejores resultados en el medios M2 que es el
de Murashige y Skoog IBT, ya que presenta mayor promedio de nimero de
hojas en las tres variedades de ajos, hasta 3 hojas por planta .

DISCUSION

Encontramos que los nutrientes y minerales son los componentes basicos
del cultivo de tejidos vegetales. Determinan cuan rapido crecera el tejido
vegetal utilizado y la respuesta morfoldgica de este, se veran fuertemente
influenciadas por la concentracion de los nutrientes que se le suministren al
medio de cultivo. Ademas, la seleccién de un medio de cultivo depende
principalmente de la especie a ser trabajada, del tipo de tejido vegetal u
organo vegetal a ser cultivada y del proposito del experimento (Dods y
Roberts, 1995).

Luego del establecimiento in vitro de las tres variedades de ajos, la
siguiente fase en la micropropagacion de los explantes, es la fase de
formacion de microbulbillo. Esta es una de las fases mas importantes para

la propagacion in vitro porque se da mas importancia a la formacion de
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microbulbillos; ya que al obtener un mayor nimero de micro bulbillos se
podrén obtener una mayor cantidad de nuevas plantas in vitro de ajos.

En esta prueba del trabajo de investigacion de medios para la formacion de
microbulbillos de ajos también se evaluaron, el nimero de microbulbillos,
numero de hojas, longitud de vitroplanta, didmetro de microbulbillo, peso
de microbulbillo, nimero de raices. En esta prueba si se uso fitohormonas,
para observar como influyen los distintos reguladores de crecimiento en el
desarrollo y crecimiento de los explantes de las tres variedades de ajos.
Como se menciond anteriormente el pardmetro mas importante en esta
prueba es el nimero de microbulbillos que formen por cada variedad, pero
no solo es importante el mayor nimero sino también la morfologia de la
planta, no sirve tener varios microbulbos si la planta presenta una
morfologia no muy buena; en la presente investigacion se obtuvieron los
siguientes resultados.

4.2.5. Numero de Microbulbillo por planta

Cuadro 13: ANOVA para numero de microbulbillos por planta

Fuente GL SC CM F P-valor

Medios 1 64.07 64.07 75.87 | <0.0001

Variedad 2 49.60 24.80 29.37 | <0.0001

M*V 2 27.73 13.87 16.42 | <0.0001
Error 54 45.60 0.84
Total 59 187.00

CV =36.76% CV (Aj) =12.26%
En el cuadro 13 se muestran los resultados del andlisis de varianza para

numero de microbulbillos por planta, el cual es altamente significativo para
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Medios, Variedad y la interaccion M x V lo que nos indica que hay una

diferencia entre los medios y variedades probadas en el proyecto. El

coeficiente de variabilidad es de 36.76 % Yy haciendo el ajuste resulta 12.

26%.

Cuadro 14: ANOVA de

microbulbillos por planta de las tres variedades de ajos

los efectos simples para ndmero de

FUENTE SC GL CM F P
significacion
Medio - Variedad B 57.80 1 57.80 | 72.25 | <0.0001 **
Medio - Variedad N 33.80 1 33.80 | 58.50 | <0.0001**
Medio - Variedad BL | 0.20 1 0.20 0.17 0.6823
Variedad - M1 5.07 2 2.53 2.59 0.0935
Variedad - M2 72.27 2 36.13 | 50.81 | <0.0001**
Error 45.60 54 0.84

En el cuadro 14 se muestra el ANVA de los efectos simples de la interaccién

M x V para nimero de microbulbillos por planta, donde se observa que las

fuentes M en interaccién con variedad B y N, presentaron significacion

estadistica, por otro lado, las fuentes de V en interaccion con M2 también

presentd significacion estadistica lo que indica que se deben comparar las

medias segun Tukey al 5% de probabilidad para todas las interacciones

significativas.

Cuadro 15: Prueba de significacion de los efectos simples de la

interaccion M x V para nimero de microbulbillos por planta de las tres

variedades de ajos segun Tukey al 5% de probabilidad

Interaccion

lineas

Promedio

Agrupacion

M2

5.4

A
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M2 36 |A
N
M2 16 |A
BL
- ] B | 20 |A
M1 N 10 B
B 54 | A
M2 N 36 B

En el cuadro 15, se presenta la prueba de comparacion de medias de los
efectos simples de la interaccion M x V para nimero de microbulbillos por
planta segiin Tukey al 5% de probabilidad. Se observa que las interacciones
B, N y BL con promedios 5.4, 3.6 y 1.6 nimero de microbulbillos por planta
respectivamente con el medio M2 compuesto por Murashige y Skoog, fue
significativamente diferente frente al medio M1 compuesto por Miller y
Ojima por lo tanto el medio M2 seria el mas adecuado para estas variedades.
Para el caso de la interacciono M1 y M2 con variedad B con promedios de
2.0 y 5.4 fue significativamente diferente a la variedad BL.

Figura 07: Grafico de barras de nimero de microbulbillos por planta

de las 3 variedades de ajos en los medios M1y M2

N° de microbulbillos en M1y M2
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M1:B M2:B MLIN M2:N MIL:BL M2:BL
MEDIOS*VARIEDAD
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DISCUSION
(Patefia et al., 1998), el éxito de la bulbificacion, depende altamente de la
concentracion de los reguladores de crecimiento y de sacarosa, entre otros
(Mohamed — et al., 1995), lo que implica la transferencia a numerosos
medios de cultivo con diferentes combinaciones de reguladores de
crecimiento y concentraciones de carbohidratos
Matsubara y Chen (1989), lograron formacion de bulbo a partir de plantulas
de ajo obtenidas in vitro por &pices de tallo, después de 60 dias de
transferidas a un medio conteniendo AlA, KIN en concentraciones iguales al
medio inicial (ambos a 0.01 mg/l 6 AlA a 0.1 mg/l y KIN a 0.01 mg/l; los
bulbos pequefios fueron sub cultivados en los mismos medios de cultivo
obteniéndose plantas después de 50 dias de aclimatacion bajo condiciones de
20°C con 16 horas luz: con lo cual el porcentaje de sobrevivencia fue de 30 a
50 %.

4.2.6. Namero de Hojas

Cuadro 16: ANOVA para numero de hojas por planta

Fuente GL SC CM F P-valor
significacion
Medios 1 1.667 1.667 0.65 0.424

Variedad 2 72.300 | 36.150 | 14.10 | <0.0001 **

AxB 2 2.233 1.117 0.44 0.6491

Error 54 | 138.400 | 2.563

Total 59 | 214.600

CV =59.29% CV (A])=23.35%
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En el cuadro 16 se muestran los resultados del analisis de varianza, el cual es
altamente significativo estadisticamente (menor a 0.05) para la variedad,
mientras que para medios y la interaccion M x V no es significativo. Lo cual
nos indica que hay una diferencia entre las variedades probadas en el
proyecto. El coeficiente de variabilidad fue de 59.29 % y haciendo el ajuste
resulto 23.35

Cuadro 17: Prueba de significacion de medias de las variedades para

namero de hojas, segin Tukey al 5% de probabilidad.

OM | Variedades | Medias | Agrupacién

1 B 4.3 A
2 N 2.0
2 BL 1.8

En el cuadro 17, de la prueba de significacion de los promedios para el
namero de hojas se observa que las variedades N y BL con promedios 2.0 y
1.8 no difieren estadisticamente entre ellas, también se puede considerar que
la variedad B con promedio 4.3 resulto con mayor nimero de hojas

Figura 08: Comparaciones de nimero de hojas por planta

N° de Hojas por planta
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Figura 09: Grafico de barras de nimero de hojas por planta de las 3

variedades de ajos en los medios M1y M2
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DISCUSION

El uso de fito reguladores ha permitido la obtencién de un nimero variable

de hojas en plantulas establecidas de ajo. Se ha descrito el desarrollo de

plantulas de ajo criollo morado con dos hojas en medio de cultivo MS libre

de reguladores de crecimiento (Torres, 2013), asi como el desarrollo de

plantulas de ajo criollo y Rubi-1 con 3.41 y 4.18 hojas, respectivamente

usando medio MS con la adicién de 0.1 mg. L-1 de AIA o ANAy 06

0.1mg. L-1 de KIN (Parra, 2006)
4.2.7. Longitud de Vitroplantas

Cuadro 18: ANOVA para longitud de vitroplantas

Fuente GL SC CM F P-valor
Medios 1 165.37 | 165.369 | 20.82 | <0.0001
Variedad 2 115.50 | 57.751 7.27 0.0016
AxB 2 98.59 | 49.296 6.21 0.004
Error 54 | 428.89 7.942
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Total 59 | 808.35

CV =47.87% CV (A]) = 26.22%
En el cuadro 18 se muestran los resultados del andlisis de varianza para
longitud de vitroplanta, el cual es altamente significativo estadisticamente
(menor a 0.05) para los Medios, Variedad y la interaccion M x V. Lo cual
nos indica que hay una diferencia entre los medios y variedades probadas
en el proyecto. El coeficiente de variabilidad fue de 47.87 % y haciendo el
ajuste result6 26.22%

Cuadro 19: ANOVA de los efectos simples para longitud de vitroplantas

de las tres variedades de ajos

FUENTE SC GL CM F P
significacion

Medio - Variedad B 136.14 1 136.14 | 17.56 | 0.0005 **
Medio - Variedad N 127.36 1 |127.36 | 20.50 | 0.0003 **
Medio - Variedad BL 0.46 1 0.46 | 0.05 0.8311
Variedad - M1 0.76 2 0.38 | 0.06 0.9440
Variedad - M2 2.13.33 2 |106.67 | 11.47 | 0.0002 **
Error 428.89 54 7.942

En el cuadro 19 se muestra el ANVA de los efectos simples de la
interaccion M x V para longitud de vitroplanta, donde se observa que las
fuentes M en interaccion con variedad B y N, presentaron significacion
estadistica, por otro lado, las fuentes de V en interaccion con M2 también
presento significacion estadistica lo que indica que se deben comparar las
medias segun Tukey al 5% de probabilidad para todas las interacciones

significativas.
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Cuadro 20: Prueba de significacion de los efectos simples de la
interaccion M x V para longitud de vitroplantas de las tres variedades de

ajos segun Tukey al 5% de probabilidad

Interaccion lineas Promedio Agrupacion
M2 9.66 A
5 En el
M2 9.19 A cuadro
N 20,  se
M2 3.79 A
presenta
BL
= TAE A la prueba
M1 N 4.14 A de
B 9.67 A
M2 N 9.19 A

comparacion de medias de los efectos simples de la interacciéon M x V para
namero de microbulbillos por planta segun Tukey al 5% de probabilidad.
Se observa que las interacciones B, N y BL con promedios 9.66, 9.19 y
3.79 de longitud de vitroplanta respectivamente con el medio M2
compuesto por Murashige y Skoog, fue significativamente diferente frente
al medio M1 compuesto por Miller y Ojima por lo tanto el medio M2 seria
el mas adecuado para estas variedades.

Para el caso de la interacciono M1y M2 con las variedades B y N no fueron
significativos

Por otro lado las interacciones de M2 con la variedad B con promedio de
9,67 ocupa el primer lugar seguido de N con promedios de 9.19 ocupando

el segundo lugar y por ultimo variedad BL con promedio de 3.79
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Figura 10: Grafico de barras de longitud de vitroplantas de las 3

variedades de ajos en los medios M1y M2
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Hurtado y Merino (1992), indican que las citoquininas inhiben la
elongacion del tallo, pero estimulan el alargamiento de las hojas, asi mismo
Margara (1988), menciona que las altas concentraciones de macronutrientes
como fosfato de amonio, nitrato de potasio influyen en el desarrollo lo que
indicaria que el agregado de los macroelementos - microelementos mas los
reguladores de crecimiento (auxina/citoquinina), no tiene efecto alguno
sobre esta variable; ésta es importante en la fase de multiplicacion, porque
de ella dependera obtener en el menor tiempo, mayor ndmero de
microplantas.

En plantulas de ajo morado Barranquino producidas a partir de meristemos,
el uso de medio MS modificado (doble concentracion de micronutrientes)
con 0.3 mg. L-1 de BAP y 0.15 mg. L-1 de ANA produjo una altura de

plantula de 6.66 cm, respuesta dada por la mayor concentracion de
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micronutrientes y no por la influencia de reguladores de crecimiento

(Carhuaricra et al., 2012).

El uso del medio MS con 0.5 mg. L-1 de BAP y 0.1 mg. L-1 de ANA en el

establecimiento de diversos cultivares de ajo logro el desarrollo de plantulas

con 50 a 60 mm de longitud en un periodo de ocho a diez semanas de

cultivo (Olivera, 2009).

4.2 .8. Diametro de microbulbillos

Cuadro 21: ANOVA para didmetro de microbulbillos

Fuente GL SC CM F P-valor
Medios 1 63.04 | 63.037 20.63 <0.0001
Variedad 2 88.16 | 44.082 | 14.43 | <0.0001
AxB 2 28.32 | 14.161 4.63
Error 54 165.02 | 3.056
Total 59 344.54

CV =4857% CV (A)) = 18.70%

En el cuadro 21 se muestran los resultados del analisis de varianza para la

longitud de vitroplanta el cual es altamente significativo estadisticamente

(menor a 0.05) para los Medios, Variedad y la interaccién M x V. Lo cual

nos indica que hay una diferencia entre los Medios y Variedades probadas

en el proyecto. El coeficiente de variabilidad fue de 48.57 % y haciendo el

ajuste nos da como resultado 18.70 %

Cuadro 22: ANOVA de los efectos simples para didmetro de

microbulbillos de las tres variedades de ajos

FUENTE

SC

GL

CM

P
significacién
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Medio - Variedad B 11.74 1 11.74 | 3.60 0.0738
Medio - Variedad N 77.26 1 77.26 | 31.42 | <0.0001 **
Medio - Variedad BL | 2.36 1 2.36 0.68 0.4192
Variedad - M1 41.81 2 2091 | 6.38 | 0.0054 **
Variedad - M2 74.86 2 37.33 | 13.17 | 0.0001**
Error 34454 | 54 3.056

En el cuadro 22 se muestra el ANVA de los efectos simples de la

interaccion M x V para diametro de microbulbillo, donde se observa que

las fuentes M en interaccion con la variedad N, presentd significacion

estadistica, por otro lado, las fuentes de V en interaccién con M1y M2

también presentaron significacion estadistica lo que indica que se deben

comparar las medias segun Tukey al 5% de probabilidad para todas las

interacciones significativas.

Cuadro 23: Prueba de significacion de los efectos simples de la

interaccion M x V para diametro de microbulbillos de las tres variedades

de ajos seguin Tukey al 5% de probabilidad

M1

Interaccion lineas Promedio Agrupacion
M2 6.0 A
B M1 4.5 B
M2 5.9 A
N M1 1.9 B
M2 2.6 A
BL M1 1.9 B

N

2.0

M2

1.9
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En el cuadro 23, se presenta la prueba de comparacion de medias de los

efectos simples de la interaccion M x V para didmetro de microbulbillos

por planta segun Tukey al 5% de probabilidad. Se observa que las

interacciones B, N y BL con promedios 6.0, 5.9 y 2.6 respectivamente con

el medio M2 compuesto por Murashige y Skoog, fue significativamente

diferente frente al medio M1 compuesto por Miller y Ojima por lo tanto el

medio M2 seria el mas adecuado para estas variedades.

Para el caso de la interaccion M1y M2 con las variedades N responde de

igual manera ante estos dos medios

Figura 11: Grafico de barras de didmetro de microbulbillos por plantas

de las 3 variedades de ajos en los medios M1y M2
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4.2.9. Peso de microbulbillos

Cuadro 24: ANOVA para peso de microbulbillos

Fuente

GL

SC CM F

P-valor

Medios

1

48.85 48.852 15.87

0.0002

74



Variedad 2 13.43 6.715 2.18 0.123

AxB 2 23.43 11.714 3.81 0.028
Error 54 166.21 3.078
Total 59 251.92

CV=5480% CV (Aj) =22.84%
En el cuadro 24 se muestran los resultados del analisis de varianza para
peso de microbulbillos por planta, el cual es altamente significativo (menor
a 0.05) para Medios e interaccion M x V, mientras que para variedad no es
significativo, lo cual nos indica que hay una diferencia entre los Medios y la
interaccion M x V, como la interaccién M x V es significativo se realiza el
analisis de efectos simples. El coeficiente de variabilidad fue de 54.80 % y
haciendo el ajuste resultd 22.84 %

Cuadro 25: ANOVA de los efectos simples para peso de microbulbillos

de las tres variedades de ajos

FUENTE SC GL CM F P
significacion

Medio - Variedad B 2.26 1 1.26 | 0.88 0.3619
Medio - Variedad N 62.87 1 62.87 | 33.29 | <0.0001 **
Medio - Variedad BL 7.15 1 7.15 | 1.50 0.2363
Variedad - M1 26.59 2 13.30 | 5.04 | 0.0138 **
Variedad - M2 10.27 2 513 | 1,46 0.2504
Error 166.21 54 3.078

En el cuadro 25 se muestra el ANVA de los efectos simples de la
interaccion M x V para peso de microbulbillo, donde se observa que las
fuentes M en interaccion con la variedad N, presentd significacion

estadistica, por otro lado, las fuentes de V en interaccion con M1 también
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presento significacion estadistica lo que indica que se deben comparar las
medias segin Tukey al 5% de probabilidad para todas las interacciones
significativas.
Cuadro 26: Prueba de significacion de los efectos simples de la
interaccion M x V para peso de microbulbillos de las tres variedades de

ajos segun Tukey al 5% de probabilidad

Interaccion lineas Promedio Agrupacion
M1 3.5 A
B
M1 1.2 A
N
M1 2.2 A
BL
En el
M1 N 1.2 A cuadro 26,
se
M2 N 4.8 A
presenta la

prueba de comparacién de medias de los efectos simples de la interaccién
M x V para peso de microbulbillos por planta segin Tukey al 5% de
probabilidad. Se observa que las interacciones B, N y BL con promedios
3.5, 1.2 y 2.2 respectivamente con el medio M1 compuesto por Miller y
Ojima, fueron significativos
Para el caso de la interacciono M2 y M1 con las variedades N con
promedios de 4.8 y 1.2 fueron significativos

Figura 12: Grafico de barras de peso de microbulbillos por plantas de

las 3 variedades de ajos en los medios M1y M2
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Diametro promedio de microbulbillo de ajosen M1y M2
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DISCUSION

Ravnikar et al. (1993) y Moriconi et al. (1990), quienes indican que en la
etapa de microbulbeo obtuvieron mejores resultados utilizando como
regulador 2ip y AlAen 2 ml/l y 2 mi/l.
Olivera (2009), en las variedades de ajo “Arequipeno” y “Napuri” ha
determinado que él IBA en concentraciones de 2mL/L a 4 mL/L logré la
mejor respuesta de las microplantas.
Por tanto, los resultados de los tratamientos M1 'Y M2 se debieron al efecto
de las hormonas utilizadas

4.2.10. Numero de Raices

Cuadro 27: ANOVA para nimero de raices por vitroplantas

Fuente GL SC CM F P-valor

Medio 1 2666.7 | 2666.7 | 156.56 | <0.0001

Variedad 2 3572.6 | 1786.32 | 104.87 | <0.0001

M*V 2 2612.6 | 1306.32 | 76.69 | <0.0001

Error 54 919.8 17.03

77



Total

59

9771.7

CV =4454% CV (A)) = 13.19%

En el cuadro 27 se muestran los resultados del andlisis de varianza para el

numero de raices por vitroplanta, el cual es altamente significativo (menor a

0.05) para los Medios, Variedades y la interaccion M x V. lo cual nos

indica que hay una diferencia entre los Medios y Variedades probadas en el

proyecto. El coeficiente de variabilidad fue de 44.54 % y haciendo el ajuste

resulto 13.19 %.

Cuadro 28: ANOVA de los efectos simples para nimero de raices por

vitroplantas de las tres variedades de ajos

FUENTE SC GL CM F P

significacién
Medio - Variedad B | 5088.05 1 5088.05 | 149.72 | <0.0001 **
Medio - Variedad N | 162.45 1 162,45 | 15,71 | 0.0009 **

Medio - Variedad BL | 28.80 1 28.80 4.25 0.0540
Variedad - M1 86.40 2 43.20 9.82 0.0006 **
Variedad - M2 6098.87 2 3049.43 | 102.8 | <0.0001 **

919.8 54 17.03

En el cuadro 28 se muestra el ANVA de los efectos simples de la

interaccion M x V para nimero de raices por vitroplanta, donde se observa

que las fuentes M en interaccion con la variedad B y N, presento

significacion estadistica, por otro lado, las fuentes de V en interaccion con

M1y M2 también presentaron significacion estadistica lo que indica que

se deben comparar las medias segun Tukey al 5% de probabilidad para

todas las interacciones significativas.
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Cuadro 29: Prueba de significacion de los efectos simples de la

interaccion M x V para nimero de raices por vitroplanta de las tres

variedades de ajos segun Tukey al 5% de probabilidad

Interaccion lineas Promedio Agrupacion
M2 4.2 A
B Ml 3.5 B
M2 4.8 A
N M1 1.2 B
M2 3.3 A
BL M1 2.1 B
- | B | 35 |A
M1 N 1.2 B
B 4.2 A
M2 N 4.8 B

En el
cuadro
29, se
presenta
la prueba

de

comparacion de medias de los efectos simples de la interaccion M x V

para nimero de raices por vitro planta, segun Tukey al 5% de

probabilidad. Se observa que las interacciones B, N y BL con promedios

4.2, 4.8 y 3.3 respectivamente con el medio M2 compuesto por Murashige

y Skoog fueron significativamente diferente frente al medio M1

compuesto por Gamborg y Skoog, por lo tanto el M2 seria el mas

adecuado para estas variedades.

Por otro lado, cuando se interaccion6 M1 y M2 con variedad B con

promedios de 3.5 y 4.2 fue significativamente diferente a la variedad N.

Figura 13: Grafico de barras de numero de raices por vitroplantas de

las 3 variedades de ajos en los medios M1y M2
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NUmero de raices de variedades de ajos en M1y M2

36

37-
281
[%p)
L
5]
&
= 18
a)
4 10
8_
4 4 3
0
ML:B M2B MLN M2N MLBL M2:BL
MEDIOS*VARIEDAD
DISCUSION

Bustamante y Mufioz (1993), en cultivo in vitro de ajo, mencionan que El
porcentaje de explantes con raices y el nimero de raices por expiame
fueron superiores en medio MS con kinetina y AIA, en etapa final de
medios de cultivo para la estimulacion de brotes.

El tratamiento M1 que ha mostrado menores valores en nimero de raices,
a diferencia del tratamiento M2, se deberia a la alta concentracion de la
auxina, lo que inhibe la regeneracién y elongacién de la raiz. Al respecto
Ayerbe y Sagasta (1990), sefialan que, en concentraciones elevadas de
auxinas entre 0.6 y 1 ml/l, generalmente inhiben la formacion de raices.
El medio que ha resultado mas prometedor para la fase de introduccién en
el cultivo de ajo ha sido el tratamiento

La longitud de raices, del tratamiento M2 han sido superior al
Tratamiento M1, esto coincide con los resultados de Bustamante y Mufioz
(1993) usando MS conteniendo BAP en 0,5; 1,0y 2,0 mg/L + 0,1.1.0y 2
mg/L de ANA en el cultivo in vitro de ajo, encontraron que el porcentaje
de explantes con raices y el nimero de raices por explante fueron

superiores con BAP, que con KIN

80



4.3. Prueba de Hipotesis
Durante la conduccion del presente trabajo de investigacion se plantearon dos
hipotesis para cada una de las evaluaciones realizadas; la hipotesis nula y la
hipotesis alterna. La primera consistia en: ninguno de los tratamientos planteados
nos dard el mejor resultado; mientras que la hipdtesis alterna Ha: por lo menos
unos de los tratamientos planteaos nos dara mejor resultado. Para poder decidir si
se rechaza o no se acepta la hipétesis nula, se obtuvo un valor (F calculada), si en
la interaccion Medios de cultivo con variedad resulta significativo, las
conclusiones mas importantes son las que se deducen de los efectos simples de
Medios, con significacidn estadistica que son del (1 al 5%), si la interaccion de
Medios por variedad resulta no significativo las conclusiones mas importantes se
deducen de los efectos principales de Medios y de los efectos principales de
variedades con significacion asi como lo que se deduzcan de los efectos simples
de Medios y de los efectos simples de Variedades que resultan significativos
mediante la prueba de Tukey destacando que para las tres variedades de ajos el
mejor medios de cultivo fue M2 en los pardmetros mencionados como numero de
micro bulbillos, nimero de hojas, didmetro de micro bulbillos, peso de
microbulbillos,
4.4. Discusion de Resultados

En la presente investigacion se determind la Multiplicacion de Plantas Mediante el

Sistema de Cultivo In Vitro de tres variedades de ajos para la formacion de

Microbulbillo utilizando dos medios de cultivo que fueron M1 (Miller y Ojima) y

M2 (Murashige y Skoog modificado IBT 2015), cada uno constituido con 4 medios

de cultivo (inicio, proliferacion, pre bulbeo y bulbeo). Mediante el andlisis de

varianza se determind que para la variable porcentaje de desinfeccion el
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tratamiento T3 que consta con una pre desinfeccion de detergente por 10min,
phyton por 20 min. y fungicida por 20 min adicionada con una desinfeccion en
camara de flujo laminar de hipoclorito de sodio al 2% en el primer corte y 10% de
lejia en el corte final fue el correcto para controlar la presencia de hongos y
bacterias y controlar la mortandad de quemaduras con un 92% de sobrevivencia, a
diferencia del tratamiento T1 que resulto con un 67% y T2 con un 75% de
sobrevivencia.

En un estudio realizado de cultivo in vitro de brotes de ajos por Hurtado y Merino
(1988), publicaron que el material vegetativo contiene en la superficie abundante
microflora que debe ser eliminada por medio de una desinfeccion antes del corte y
del tejido u 6rgano que sera empleado como inoculo. El agente desinfectante méas
adecuado, asi como su concentracion y el tiempo de desinfestacion, debe ser
determinado empiricamente para el material vegetativo con el que se trabaja. En
general, casi siempre se usan soluciones de hipoclorito de calcio o de sodio
(blanqueador casero), los cuales liberan al cloro como agente desinfectante activo.
En la variable namero de microbulbillos por planta, se reporta que en la interaccion
M2 compuesto (Murashige y Skoog modificado IBT 2015), con las tres variedades
de ajos Barranquino, Napuri, Blanco Huaralino, se obtuvo promedios de 5.4, 3.6 y
1.6 microbulbillos siendo el mas adecuado para la formacién de microbulbillo,
cabe resaltar que (Patefia et al., 1998), menciona que el éxito de la bulbificacion,
depende altamente de la concentracion de los reguladores de crecimiento y de
sacarosa, entre otros (Mohamed — et al., 1995), lo que implica la transferencia a
numerosos medios de cultivo con diferentes combinaciones de reguladores de

crecimiento y concentraciones de carbohidratos
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En la variable nimero de hojas por planta los promedios de los 2 medios de
cultivos M1 (Miller y Ojima) y M2 (Murashige y Skoog modificado IBT 2015),
dieron como resultados valores similares en las tres variedades M1xB 4.5 hojas,
M2xB 4.0 hojas, M1xN 1.9 hojas, M2xN 2.1 hojas, M1xBL 2.2 hojas, M2xB 1.5
hojas

En la variable longitud de vitroplantas el analisis de varianza nos muestra que el
tratamiento M2 (Murashige y Skoog modificado IBT 2015) con la interaccion de
variedades fue el mas adecuado siendo significativamente diferente frente al medio
M1 (Miller y Ojima) dando como resultados promedios para Barranquino de
9.66cm, Napuri 9.19cm y Blanco 3.79cm, este resultado difieren con (Olivera,
2009). Menciona que el uso del medio MS con 0.5 mg. L-1 de BAP y 0.1 mg. L-1
de ANA en el establecimiento de diversos cultivares de ajo logré el desarrollo de
plantulas con 50 a 60 mm de longitud en un periodo de ocho a diez semanas de
cultivo

En la variable diametro de microbulbillos el anélisis de varianza nos muestra que
hay una diferencia entre los medios el tratamiento M2 (Murashige y Skoog
modificado IBT 2015) es el mas adecuado obteniéndose promedios de M2B 6 cm,
M2N 5.93cm y M2BL 2.62cm

En la variable peso de microbulbillos se reportan que la interaccion M2 con las tres
variedades dieron como resultado promedios para Barranquino 4.2gr, Napuri 4.8 gr
y para Blanco 3.35 gr, siendo significativo frente al medio M1 con pesos menores
este resultado difiere con Olivera (2009), en las variedades de ajo “Arequipefio” y
“Napuri” ha determinado que él IBA en concentraciones de 2ML/L a 4 ML/L logré

la mejor respuesta de las microplantas.
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En la variable nimero de raices el resultado del analisis de varianza nos muestra
que el tratamiento 2 es significativo frente al tratamiento 1 dando promedios con
las variedades para Barranquino 36 raices para Napuri 10 raices y para Blanco 3
raices. Mientras que los valores arrojados por el tratamiento M2 (Murashige y
Skoog modificado IBT 2015) dieron valores de Barranquino 4 raices, para Napuri
4 raices y para Blanco 0 raices, este defiere con Ayerbe y Sagasta (1990), sefialan
que, en concentraciones elevadas de auxinas entre 0.6 y 1 ml/l, generalmente
inhiben la formacion de raices, considerando que el tratamiento M1 (Miller y

Ojima) tiene alta concentracién de auxina
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en que fue llevado el experimento se llegaron a las siguientes

conclusiones:

1. se logré establecer el protocolo para la multiplicacién de plantas mediante el
sistema de cultivo in vitro de tres variedades de ajos (Allium sativum. L) para la
formacion de microbulbillos, considerando que la informacion encontrada del
cultivo in vitro es antigua.

2. Se determin6 que el mejor protocolo de desinfeccion para la multiplicacion de los
meristemos de las tres variedades de ajos (Allium sativum. L),fue el tratamiento (T3)
que consistié en una pre desinfeccion y desinfeccion dentro de cdmara de flujo
laminar, se sumergié 15 semillas en una solucion de detergente por 10 minutos con 3
enjuagues con agua corriente, seguidos fueron sumergidos en una solucion de
bactericida (Phyton 1ml/l) por 20 minutos, se enjuag6 3 veces con agua corriente y
se volvié a sumergir en una solucion de fungicida (Benlate 1gr/100ml), por 20
minutos con enjuague de 3 veces con agua destilada. La desinfeccion consistio de
eliminar capas envainadoras y fueron sumergidos en alcohol al 96° por 3 seg, se
enjuago 2 veces con agua destilada estéril, seguido fueron sumergidos en hipoclorito
de sodio al 2% por 20 minutos con 3 enjuagues, se eliminaron mas capas
envainadoras y se volvieron a remojar en lejia al 10 % por 10 minutos con 3
enjuagues, por ultimo, se eliminaron hojas envainadoras extrayendo el domo
meristematico con dos primordios foliares y se sembraron en tubos con Ms.

3. El mejor medio de cultivo para el establecimiento y multiplicacion de las tres
variedades de ajos (Allium sativum. L), fue el tratamiento M2 de Murashige y skoog
modificado de (IBT 2015). Compuesto de cuatro tipos de medios de cultivo que son:

Inicio (Ms Murashige modificado suplementado con sacarosa al 20 gr/l con



vitaminas Ms , citoquinina BAP 0.2 mg/l, con PH a 5.8; Proliferacion (Ms de
Murashige modificado suplementado con sacarosa al 20 gr/l con vitaminas Ms,
citoquinina BAP 2 mg/l, con PH a 5.8 y agar 7gr/l; Pre bulbeo (Ms de Murashige
modificado reducida a ¥ la cantidad de NH4 NO3 (412.5mg/l), con sacarosa 90 gr/I
con vitaminas Ms, auxina ANA 0.5 mg/l, con pH 5.8 (Ms liquido); Bulbeo (Ms de
Murashige modificado (IBT, 2015); reducida a % la cantidad de NH4 NO3,
(412.5mg/l), con sacarosa 140 gr/l con vitaminas adicionales, auxina ANA 2.0 mg/I,
con pH 5.8 (Ms liquido); estos medios permitieron el buen desarrollo de plantulas y
formacion de microbulbillos con caracteristicas fenotipicas de las plantulas in vitro
con promedios aceptables en las tres variedades para Altura de planta Barranquino
obtuvo (9.668), Napuri (9.187), Blanco Huaralino (3.786); para Numero de hoja
Barranquino obtuvo (4,5), Napuri (4), Blanco Huaralino (1.5): para Numero de
Microbulbillos Barranquino obtuvo (5.4), Napuri (3.6), Blanco Huaralino (1.6);
Diametros Barranquino obtuvo (6.002), Napuri (5.930), Blanco Huaralino (2.62);
para Peso de Microbulbillo Napuri (4.773 gr ), Barranquino (4.191gr), Blanco
Huaralino (3.348 gr) y por ultimo el Numero de Raices Barranquino obtuvo (35.7),

Napuri (9.5) Blanco Huaralino (2.6). A demés de presentar explantes vigorosos.



RECOMENDACIONES

De los resultados encontrados en el presente trabajo se desprende las siguientes

recomendaciones:

1. Se recomienda utilizar el tratamiento M1 y M2 a diferentes concentraciones de
reguladores de crecimiento para la obtencién de mayor nimero de microbulbillos in
vitro.

2. Realizar estudios complementarios en la utilizacion de diferentes concentraciones de
reguladores de crecimiento del grupo de las auxinas para mejorar la mayor
produccion de microbulbillos.

3. Realizar estudios de investigacion en la fase de aclimatacion dentro del invernadero
para la obtencién de microbulbillo y poder llevarla a campo.

4. El cultivo in vitro es una tecnologia muy avanzada que se debe aplicar en el

mejoramiento genético de plantas.
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ANEXOS



Matriz de Consistencia

Multiplicacion de plantas mediante el sistema de cultivo in vitro de 3 variedades de ajos (Allium sativum.L) para la formacion de microbulbillo

PROBLEMA OBJETIVOS GENERAL PLANTEAMIENTO VARIABLES INDICADORES
DE HIPOTESIS
GENERAL GENERAL HO: ninguno de los e Porcentaje  en la
¢Como establecer la | Establecer la multiplicacion de plantas mediante | tratamientos planteados | Variable dependiente eficiencia en la

multiplicacion  de  plantas | e] sistema de cultivo In Vitro de tres variedades | nos dara el mejor Multiplicaciéon in vitro de tres

mediante el sistema de cultivo | 4o ajos (Allium sativum. L) para la formacion de resultado variedades de ajos para la

in vitro de tres variedades de Mi . formacion de microbulbillos

. . . icrobulbillos

ajos (Allium sativum. L) para la

formacion de microbulbillo?

ESPECIFICO OBJETIVOS ESPECIFICOS HIPOTESIS Variable independiente
ESPECIFICO: Estandarizacién de un protocolo

¢Cémo determinar el mejor | Determinar el mejor medio de cultivo para la in vitro in vitro del mejor medio

medio de cultivo para la | multiplicacién de plantas mediante el sistema de | Ha: por lo menos unos de | de cultivo para la formacion de

multiplicacion ~ de  plantas | cultivo in vitro de tres variedades de ajos (Allium | los tratamientos | microbulbillos de tres variedades

mediante el sistema de cultivo
in vitro de tres variedades de
ajos (Allium sativum. L) para la
formacién de microbulbillos

¢Como evaluar la efectividad de
los medios de propagacion in
vitro de las 3 variedades de
ajos, para la formacion de
microbulbillo

sativum. L) para la formacion de microbulbillos

Evaluar la efectividad de los medios de
propagacion in vitro de las 3 variedades de ajos
(Allium sativum. L) para la formacién de
microbulbillos

planteaos nos dard mejor
resultado

de ajos

desinfeccion

e Altura de planta
Numero de hojas
Numero de
microbulbillos
Numero de hojas
Longitud de
Vitroplanta
Diametro de
Microbulbillo
Peso de Microbulbillos
Numero de raices.




Sales Minerales de Murashige y Skoog (1962)

Constituyentes Mg/ It

Macronutrientes

NH4NO3 1650
KNO3 1900
CaCl2.2H20 440
MgS04.7H20 370
KH2PO4 170
Micronutrientes:
MnS0O4.4H20 22.3
ZnS04.7h20 8.6
H3BO3 6.2
Kl 0.83
Na2Mo04.2H20 0.25
CuS04.5H20 0.025
CoCI2.6H20 0.025
FeSO4.7H20 27.8
Na3EDTA 37.3
Vitaminas
Myo — Inositol 100
Glycina 2
Acido Nicotinico 0.5
Pirodoxina 0.1
Tiamina 0.1

Otros compuestos

organicos:

Sacarosa 20 gr/l

Agar 7gr/l




Sales Minerales de Gamborg Miller y Ojima (1968)

Constituyentes Mg/ It
Macronutrientes
(NH4)2S04 134
KNO3 2500
MgSO4 250
CaCl2.aq 150
KH2PO4 0.15

Micronutrientes:

Kl 0.75
H3BO3 3.0
MnSO4.H20 10.0
ZnS0O4.7H20 2.0
Na2Mo0O4.2H20 0.25
CuS04.5H20 0.025
CoCI2.6H20 0.025
Na2.EDTA 37.3
FeS04.7H20 27.8
Vitaminas
Myo — Inositol 100
Acido Nicotinico 1
Pirodoxina 1
Tiamina 10

Otros compuestos

organicos:
Sacarosa 20
Agar 7gr/l

pH 55




Datos Registrados de Ajos en el Tratamiento M1 (Barranquino)

M1 BARRANQUINO
Explante | Numerode | Numero | Longitudde | Diametro de Peso de Numero
Microbulbillos | de Hojas | Vitroplantas | Microbulbillo | Microbulbillos | de Raices
IPlanta or

2 5 4.0 5 3.44 4

2 5) 5.4 5.2 3.37 4

2 5) 6.3 6.4 4.1 5

2 7 5.0 4.5 3.67 4

3 4 6.4 55 51 4

0 0 0 0 0 0

3 7 5.7 5 5.3 5)

0 0 0.0 0 0 0

3 5 5.7 6.4 4.88 6

3 7 6.0 6.7 5.33 6

Datos Registrados de Ajos en el Tratamiento M1 (Napuri)
M1 NAPURI
Explante | Numerode | Numero | Longitudde | Diametro de Peso de Numero
Microbulbillos | de Hojas | Vitroplantas | Microbulbillo | Microbulbillos | de Raices
IPlanta or

2 2 6.0 24 2.71 8

2 3 5.6 3.67 2.45 6

1 2 6.5 2.76 1.23 5)

1 3 7.0 2.2 1.33 4

2 3 6.5 34 2.33 6

0 0 0.0 0 0 0

1 3 4.0 2.56 1.12 5

0 0 0.0 0 0 0

0 0 0.0 0 0 0

1 3 5.8 3 1.1 4




Datos Registrados de Ajos en el Tratamiento M1 (Blanco Huaralino)

M1 BLANCO HUARALINO
Explante Namero de Numero Longitud de | Diadmetro de Peso de NUmero
Microbulbillos | de Hojas | Vitroplantas | Microbulbillo | Microbulbillos de
/Planta gr Raices
2 3 4.0 3 2.34 0
0 0 0.0 0 0 0
1 3 4.5 11 1.12 0
1 2 5.0 1 221 0
0 0 0.0 0 0 0
1 2 5.0 2.1 121 0
3 3 5.6 3.2 5.34 2
2 2 5.0 3.1 2.2 0
2 3 5.8 2.89 3.1 0
2 3 6.0 2.94 4 0

Datos Registrados de Ajos en el Tratamiento M2 (Barranquino)

M2 BARRANQUINO

Explante Ndmero de Numero Longitud de | Diametro de Peso de NUmero

Microbulbillos | de Hojas | Vitroplantas | Microbulbillo | Microbulbillos de
/Planta gr Raices

6 3 5.15 ) 2.76 20

6 5 6.44 6 4.76 40

6 7 8.44 6.5 5.26 36

6 4 6.8 7 4.17 46

5 5 10.4 5.8 3.25 42

5 5 13 k) 2.35 25

5) 4 145 5 4.80 35

5 3 10.2 6.3 4.65 40

5 3 9 6.42 5.64 33

5) 1 12.75 6.5 4.27 40




Datos Registrados de Ajos en el Tratamiento M2 (Napuri)

M2 NAPURI
Explante | Numerode | Namero | Longitudde | Diametro de Peso de Nimero
Microbulbillos | de Hojas | Vitroplantas | Microbulbillo | Microbulbillos | de Raices
/Planta gr

4 3 13.2 6.5 3.31 8

4 2 7.54 6 2.56 6

4 2 10.1 6.4 4.23 8

4 1 9.54 6.9 5.85 10

4 2 8.3 7.5 6.50 8

3 1 5.9 5 3.65 11

3 2 9.05 6 3.20 15

2 2 10.04 5 5.69 16

4 3 8.56 2 5.07 6

4 3 9.64 8 7.67 7

Datos Registrados de Ajos en el Tratamiento M2 (Blanco Huaralino)

M2 BLANCO HUARALINO

Explante Numero de Ndmero | Longitudde | Diametro de Peso de Numero

Microbulbillos | de Hojas | Vitroplantas | Microbulbillo | Microbulbillos de
[/Planta Gr Raices

3 0 0 0 2.73 0

2 2 9.74 3 6.32 0

0 0 0 0 0 0

3 4 6.32 4 3,33 0

2 2 3.33 5 6 10

0 0 0 0 0 0

2 2 2.87 4 5.4 5

0 0 0 0 0 0

2 3 7.6 4.3 5.7 6

2 2 8 3.9 4 5




Foto 01: Semillas de las tres variedades de ajos




Foto 02: Introduccion de los explantes

Foto 03: Corte de plantulas de ajos

Foto 04: Meristemos de ajos expuestos




Foto 05: Meristemos listos para la siembra

Foto 06: Meristemos sembrados

Foto 07: Meristemos en crecimiento




Foto 08: Plantulas de ajos ya diferenciados




Foto 09: Plantulas en etapa de pre bulbeo

antulas de ajos en etapa de pre bulbeo en agitacion Shakers

Foto 10: PI

Foto 11: Plantulas en etapa de Bulbeo




Foto 12: Plantulas de ajos bulbeados y enraizados

Foto 13: Plantulas de ajos Barranquino




Foto 15: Cosecha de plantulas de ajos con microbulbillos formados variedad

Barranquino
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Foto 17: Plantulas de ajo variedad Blanco Huaralino en etapa de bulbeo




Foto 19: Evaluacién de plantulas de ajos cosechados




