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RESUMEN:
							                           
La biotecnología vegetal se ha convertido en una estrategia viable para la agricultura, sus aplicaciones contemplan estrategias dirigidas a la obtención y mantenimiento de cultivares libres de patógenos, mejoramiento genético (cultivo de anteras, rescate de embriones, etc) y la micropropagación, empleada para obtener un mayor número de individuos en menor tiempo y espacios reducidos. Cada una de sus fases depende, en gran medida, de un medio de cultivo adecuado, pues el crecimiento, desarrollo y la morfogénesis del explante se debe, principalmente, a la composición química del mismo. Para la producción de “semilla” de ajo (Allium sativum L.) de alta calidad, todas las fases se llevan a cabo en una cámara de crecimiento en condiciones asépticas y artificiales controladas automáticamente y a una temperatura que oscila entre 22-25 °C. La embriogénesis somática, permite regenerar plantas completas a partir de una célula. El ajo es una planta anual que solo se reproduce de forma asexual, por ello, lo afectan bacterias, hongos y, fundamentalmente, virus, que contribuyen a la disminución de su rendimiento entre 50-80 %. Una alternativa para evitar estos problemas, es el empleo de la quimioterapia, termoterapia o el empleo combinado de una de esas técnicas con el cultivo de meristemos, para obtener plantas de elevada calidad biológica. Según el comportamiento del cultivo durante su etapa in vitro será su respuesta en la fase de aclimatización y, posteriormente, en condiciones de campo. Este trabajo se realizó con el objetivo de profundizar en el conocimiento de algunas técnicas biotecnológicas que se aplican en el cultivo del ajo
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ABSTRACT:
						                           
Plant biotechnology has become a viable strategy for agriculture, its applications include strategies aimed at obtaining and maintaining pathogen-free cultivars, genetic improvement (anther cultivation, embryo rescue, etc.) and micropropagation, used to obtain a greater number of individuals in less time and reduced spaces. Each of its phases depends largely on an adequate culture medium, since the growth, development and morphogenesis of the explant is mainly due to its chemical composition. For the production of garlic "seed" (Allium sativum L.), all phases are carried out in a growth chamber under automatically controlled aseptic and artificial conditions and at a temperature ranging between 22-25 °C. Somatic embryogenesis allows complete plants to be regenerated from a single cell. Garlic is an annual plant that only reproduces asexually, which is why bacteria, fungi and mainly viruses, which contribute to a 50-80 % decrease in its yield, affect it. An alternative to avoid these problems is the use of chemotherapy, thermotherapy or the combined use of one of these techniques with the cultivation of meristems, to obtain plants of high biological quality. Depending on the behavior of the culture during its in vitro stage, its response will be in the acclimatization phase and later in field conditions. This work was carried out with the objective of deepening the knowledge of some biotechnological techniques that are applied in the cultivation of garlic.
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			INTRODUCCIÓN

			En los últimos años, la biotecnología vegetal se ha convertido en una estrategia viable para la agricultura, gracias a sus grandes avances, los cuales comprenden el uso de nuevas tecnologías generadas por el conocimiento de la Genética y la Biología Molecular, que son las técnicas relacionadas con el cultivo in vitro de órganos inmaduros, la manipulación del Ácido Desoxirribonucleico (ADN) recombinante y los marcadores genéticos moleculares. Una de sus ramas es el cultivo in vitro o cultivo de tejidos, que no es más, que explotar la capacidad que tienen las células vegetales, protoplastos u órganos para regenerar una planta completa, que es a lo que se le denomina totipotencia o totipotencialidad celular, concepto expuesto por Haberlandt (1). El ajo (Allium sativum L.) es una planta anual, que en nuestro país solo se reproduce de forma asexual debido, entre otros factores, a las condiciones climáticas (2). Además, no produce “semillas” viables, por lo que se plantan “semillas” provenientes de los bulbos cosechados en la temporada anterior (3).

			En estas condiciones de siembra, las enfermedades fitopatógenas se transmiten más fácilmente a la descendencia, lo que provoca un debilitamiento progresivo e irreversible de las variedades o clones. Son varios los problemas fitosanitarios involucrados capaces de causar pérdidas del 50 % o más del rendimiento, ya sea por la presencia de nemátodos, enfermedades fungosas, bacterianas y virales, que son las que más influyen en el deterioro del cultivo (2,4). Una de las medidas de combate más eficientes es el empleo de "semilla" libre de virus mediante el cultivo de tejidos o meristemos (5).

			El éxito del cultivo de tejidos depende, en gran medida, del medio de cultivo o medio nutritivo adecuado para cada una de las etapas de la micropropagación in vitro, así como para el crecimiento, desarrollo y la morfogénesis del explante (6).

			Para la producción de “semilla” de ajo, todas las fases de micropropagación se llevan a cabo en la cámara de crecimiento que, por lo general, se encuentra en el laboratorio en condiciones asépticas y artificiales controladas automáticamente, para permitir el desarrollo de las plántulas in vitro. La temperatura óptima para su desarrollo oscila entre 22-25 °C (7).

			A su vez, la embriogénesis somática, permite regenerar plantas completas, y es ampliamente usada por la biotecnología y en estudios sobre embriología; su principal ventaja es la producción de numerosas plántulas a partir de una célula y permite la evaluación y mejoramiento genético. En estas técnicas, la regeneración dependerá del tipo de explante, concentración, combinación de reguladores del crecimiento y nutrientes (8).

			En la actualidad existen numerosas técnicas que se emplean para detectar la posible variabilidad genética en las plántulas cultivadas in vitro. En los estudios morfológicos, los caracteres deben ser descubiertos y delimitados generalmente sin ningún criterio explícito para la selección o la codificación del carácter, por lo que tienen el potencial de ser arbitrarios. Los morfologistas no divulgan generalmente sus criterios para incluir o excluir caracteres y cuando se dan los criterios, varían considerablemente entre estudios. Sin embargo, tienen la ventaja de permitir un muestreo taxonómico mucho más cuidadoso que el que se realiza con análisis moleculares, lo que es importante para las revisiones sistemáticas, los estudios de la evolución del carácter y la valoración filogenética (9).

			En las técnicas citogenéticas, como las llamadas FISH (hibridación in situ por fluorescencia) y GISH (hibridación in situ del genoma), se emplean tintes para marcar regiones diferentes de ADN. Ambas técnicas se utilizan para identificar cromosomas extraños o para detectar traslocaciones (cambios de posición de partes del cromosoma) en híbridos, lo cual no es posible con las técnicas de citogenética clásica como la tinción o el bandeo (10).

			Con el avance tecnológico, el uso de geles de almidón y la tinción histoquímica de las proteínas, se demostró dentro de un organismo la existencia de las isoenzimas, formas moleculares múltiples dentro de un organismo que catalizan una misma reacción. El efecto de una modificación alélica puede ser detectado con certeza, debido a un cambio de movilidad electroforética. Esta sensibilidad electroforética hizo que la técnica haya revolucionado los estudios de diversidad genética en diversas especies como: lechuga (Lactuca sativa L.), lenteja (Lens culinaris M.) y frijol (Phaseolus vulgaris L.) (11).

			En cuanto a las técnicas moleculares, el polimorfismo basado en proteínas ha sido de gran utilidad en las investigaciones realizadas en plantas, pero con el desarrollo de las tecnologías basadas en el ADN, la investigación en esta área se ha visto favorecida con la disponibilidad de una mayor cantidad de marcadores, aquellos basados en Fragmentos de Restricción Polimórficos (RFLP) y en la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). Ambas técnicas han derivado en múltiples técnicas como son la Amplificación de ADN al Azar (RAPD), Fragmentos Polimórficos de ADN Amplificados (AFLP), minisatélites (VNTR) y microsatélites (SSR), entre otras (12).

			El presente trabajo tiene como objetivo profundizar en la documentación que se dispone sobre el conocimiento de algunas técnicas biotecnológicas que se aplican en el cultivo in vitro del ajo.

		

		
			DESARROLLO

			
				1. Medios de cultivo empleados en ajo

				Un medio de cultivo puede ser definido como una formulación de sales inorgánicas y compuestos orgánicos requeridos para la nutrición de los cultivos. Existen numerosas formulaciones, cada una de las cuales comprende entre 6 y 40 compuestos (13). Básicamente, los medios de cultivo suministran:

				
					

	
							
Fuente de carbono: la sacarosa, en concentraciones de 2 al 5 %, el azúcar es el más utilizado. En algunos medios se reemplaza por glucosa. En casos particulares se cita el empleo de maltosa o galactosa. También, el myo-inositol (100 mg L-1) suele ser incorporado a los medios y se logra un mejor crecimiento de los cultivos.

						

	
							
Nutrientes minerales: los medios de cultivo deben suministrar macro y micronutrientes, que son esenciales para el crecimiento de las plántulas. En general, se destacan las concentraciones relativamente elevadas de nitrógeno (suministrado en forma de amonio y nitrato) y potasio. También, se puede utilizar urea, glutamina y caseína hidrolizada. Es fundamental que el hierro sea incorporado conjuntamente con un agente quelante (Na2EDTA), lo que lo hace disponible en un amplio rango de pH.

						

	
							
Vitaminas: de todas las que comúnmente se incorporan a los medios, pareciera que la tiamina es la única realmente imprescindible para el buen crecimiento de los cultivos.

						

	
							
Reguladores del crecimiento: en la mayoría de los casos, los medios utilizados para el establecimiento de los cultivos contienen auxinas [ANA (ácido naftalenacético), 2,4-D (ácido 2,4 diclorofenoxiacético), AIA (ácido indolacético), AIB (ácido 3-indolbutírico), NOA (Ácido naftoxiacético), Dicamba, Picloram] y/o citocininas [BA o 6-BAP (6-bencil amino-purina), KIN (kinetina), ZEA (zeatina), 2-iP (2-isopenteniladenina,) Thidiazurón]. Las giberelinas [especialmente GA3 (ácido giberélico)] son requeridas en algunas ocasiones para el cultivo de meristemos o para la elongación de los brotes. El ABA (ácido abscísico), se utiliza en algunos casos.

						

	
							
Agente gelificante (en el caso de medios de cultivo semisólidos): el agar (entre 0,6-1 %) es el compuesto más utilizado. También, pueden emplearse: Agargel (0,40-0,60 %), Transfergel (2,0-2,60 %), Phytagel (0,25- 0,40 %), agarosa (0,80-0.90 %) y Gelrite (0,10-0,20 %).

						

	
							
Otros compuestos: muchas sustancias, de variada composición química, suelen ser adicionadas a los medios de cultivo. Además de la glicina, otros aminoácidos se pueden agregar, como es el caso de L-tirosina, asparagina y cisteína. En algunos medios de cultivo se incorporan ácidos orgánicos como el málico, el cítrico, el pirúvico y el succínico, y es frecuente el empleo de la L-glutamina y la caseína hidrolizada.

						



				

				En estudios realizados sobre la bulbificación in vitro del ajo, se emplearon las sales minerales de Murashige y Skoog (MS), a las que se le adicionaron 2-iP (2,0 mg L-1), ANA (0,1 mg L-1), tiamina (0,1 mg L-1), ácido nicotínico (0,5 mg L-1), piridoxina (0,5 mg L-1), inositol (100 mg L-1) y 30 g L-1 de sacarosa. En el efecto de la concentración de 2-iP solo se detectó diferencias significativas para la variable diámetro ecuatorial, y se obtuvo el mayor valor con el tratamiento de 2,0 mg L-1, con 10,93 mm. Con todos los reguladores de crecimiento, la bulbificación fue del 100 %, y solo en el tratamiento con 2-iP hubo formación de bulbos múltiples y en el 2 % de los cultivos, se obtuvieron entre 2-3 microbulbos de 2-5 mm de diámetro (14).

				Para el establecimiento de un protocolo in vitro del cultivo del ajo en Costa Rica, el medio de cultivo empleado fue el de sales de Murashige y Skoog (MS), el cual se complementó con 2,5 mg L-1 de AIA. Adicionalmente, se le agregó uno de los siguientes reguladores de crecimiento: 6-BAP, Kinetina o 2-iP (15).

				Estudios realizados mediante el uso de dos medios de cultivo: MS y LS (Linsmaier y Skoog) suplementados con 6-BAP para la variable longitud de la plántula, transcurridos los 14 días del subcultivo se observó que, las plántulas in vitro del tratamiento control, que se corresponden al medio de cultivo MS enriquecido solamente con vitaminas, tuvieron el mayor crecimiento longitudinal, donde la media fue de 2,56 cm, seguido por las plántulas del tratamiento 2 (T2) donde se emplearon las sales basales del medio LS suplementado con 6-BAP y los explantes alcanzaron una altura de 2,28 cm. El análisis estadístico de dicha variable mostró diferencias significativas (p ≤ 0,05) entre los tratamientos (16).

			

			
				2. Principales componentes químicos empleados para el establecimiento in vitro del ajo

				Al estudiar los clones de ajo ‘Criollo-3’, ‘Criollo-6’, ‘Criollo-9’, ‘Martínez’ y ‘Vietnamita’ para la micropropagación del cultivo se obtuvo como resultado que, tanto el hipoclorito de calcio (5 %-20 minutos) como el hipoclorito de sodio (10 %-15 minutos, con 5 % de Cl2 activo), fueron efectivos en la desinfección de los explantes, supervivencia y vigor de las plántulas; los explantes se establecieron mejor y en menor tiempo en un medio MS basal suplementado con ANA (0,1 mg L-1) y KIN (0,1 mg L-1). Se obtuvo entre 4,9-7,3 brotes por explante, en dependencia del subcultivo y del clon, en el medio de cultivo anterior enriquecido con ANA (0,1 mg L-1) y 2-iP (4 mg L-1). El mayor porcentaje de bulbificación in vitro se indujo en el medio basal antes citado cuando se le adicionaron 75 g L-1 de sacarosa. Los microbulbillos fueron superiores a las plántulas in vitro, ya que alcanzaron entre 95,35-99,40 % de supervivencia cuando se plantaron en bandejas de poliestireno expandido, en un sustrato compuesto por Zeolita [Litonita] (25%) y M.O [Cachaza descompuesta] (75%) (17).

				Resultados obtenidos a partir de una metodología de desinfección para la implantación in vitro de explantes de ajo (18) mostraron que, la misma se comportó de forma desigual, ya que se observaron diferencias estadísticas entre las variantes de desinfección que se analizaron, en cuanto a la supervivencia de los explantes; los mejores resultados se alcanzaron en los tratamientos: 7 [Ca2OCI (5 %-10 minutos)], 8 [Ca2OCI (5 %- 15 minutos)], 9 [Ca20CI (5 %-20 minutos)], 11 [NaOCI (10 %-10 minutos)], 12 [NaOCI (10 %-15 minutos)] y 13 [NaOCI (10 %-20 minutos)], todos con 90 % y superaron al control 1 [alcohol (70 %-30 minutos)] que alcanzó un 59,60 % de supervivencia.

				El establecimiento de plántulas in vitro de clones de ajo peruano a partir de dos compuestos químicos mostró que, el tratamiento de los explantes con hipoclorito de calcio (1 %) e hipoclorito de sodio (0,1 %) durante 10 y 15 minutos, respectivamente, permitió una eliminación total de los microorganismos contaminantes de los clones peruanos ‘P-007A' y ‘P-007B’ (19).

				Como puede observarse, el empleo de compuestos químicos a concentraciones adecuadas es de suma importancia en la desinfección de explantes de ajo para su propagación in vitro, pues se reduce la contaminación de los mismos, así como también en el medio de cultivo empleado. 

			

			
				3. Empleo de técnicas biotecnológicas en el cultivo del ajo

				Actualmente, se han desarrollado numerosas técnicas biotecnológicas, entre ellas el cultivo de tejidos y órganos, el rescate de embriones, la fusión de protoplastos, los marcadores moleculares, el establecimiento de la secuencia de las proteínas y ADN, y la ingeniería genética (20).

				
					3.1. Principales virus que afectan el cultivo del ajo

					A nivel mundial existen 15 virus asociados con el cultivo del ajo pertenecientes a cinco géneros diferentes (21). Estos incluyen:

					
						

	
								8 Allexivirus: Garlic virus-A (GarV-A, virus A del ajo), Garlic virus-B (GarV-B, virus B del ajo), Garlic virus-C (GarV-C, virus C del ajo), Garlic virus-D (GarV-D, virus D del ajo), Garlic virus-E (GarV-E, virus E del ajo), Garlic virus-X (GarV-X, virus X del ajo), Shallot virus X (ShVX, virus X del shalote) y Garlic mite-borne filamentous virus (GarMbFV, virus filamentoso del ajo transmitido por arañita).

							

	
								3 Potyvirus: Onion yellow dwarf virus (OYDV, virus del enanismo amarillo de la cebolla), Leek yellow stripe virus (LYSV, virus del rayado amarillo del puerro) y Tobacco etch virus (TEV, virus del gravado del tabaco).

							

	
								2 Carlavirus: Garlic common latent virus (GarCLV, virus latente común del ajo) y Shallot latent virus (SLV, virus latente del shalote).

							

	
								1 Tospovirus: Irish yellow spot virus (IYSV, virus de la mancha amarilla irlandesa).

							

	
								1 Fijivirus: Garlic dwarf virus (GDV, virus del enanismo del ajo).

							



					

					Las pérdidas provocadas por las infecciones virales varían y pueden depender, parcialmente, de la interacción agente viral-genotipo. En Argentina, se señala que el Garlic Virus A causó reducciones entre 14 y 32 % en la masa del bulbo y entre 6 y 11 % en el diámetro del bulbo de las variedades ‘Morado-INTA’ y ‘Blanco-IFFIVE’ (22).

					En México, se ha informado que las enfermedades provocadas por virus pueden causar una reducción del rendimiento entre 33-50 % y hasta el 30 % de la masa de los bulbos, especialmente, cuando la frecuencia de Virus como: Enanismo Amarillo de la Cebolla (OYDV), Jaspeado del Tabaco (LYSV) y Latente del Shallot (SLV), entre otros, es elevada (23).

					Para disminuir las fuentes de contaminación se debe preparar el material vegetal antes de llevarse al laboratorio, en una fase de invernadero o fase 0. Esto comprende llevar las plantas a un invernadero, donde por un período de tiempo se les aplica agroquímicos para disminuir las fuentes potenciales de contaminación, que pueden ser hongos o bacterias. Entre las sustancias utilizadas para disminuir la contaminación se encuentra el hipoclorito de sodio, el hipoclorito de calcio, el cloruro de mercurio (II), el alcohol al 70 % y el peróxido de hidrógeno. Su utilización dependerá del tipo de tejido vegetal (herbáceo o leñoso) o de la cantidad de inóculo contaminante que presente el explante (18).

					La utilización del cloruro de mercurio II (HgCl2) como agente desinfectante constituye un método simple, rápido y eficaz para la obtención de explantes viables y libres de contaminación. Sin embargo, su utilización continúa siendo polémica por su alta toxicidad y elevado nivel de contaminación ambiental, además, puede provocar problemas de oscurecimiento en los tejidos.

				

			

			
				3.2. Obtención de plantas libres de patógenos

				En la contaminación de los explantes in vitro intervienen diversos factores, desde la edad del material vegetal hasta la procedencia, las soluciones desinfectantes, la forma de trabajar en la cámara de flujo laminar por parte del operario y la asepsia del cuarto de crecimiento (14).

				En el trópico, se presentan condiciones de elevadas temperaturas y humedad relativa, fuertes precipitaciones y cambios climáticos bruscos, lo que ocasiona microclimas que inciden en la multiplicación y diseminación de hongos, bacterias y levaduras, agentes contaminantes de los medios de cultivo y de los explantes. Estos contaminantes compiten por el espacio y los nutrientes que se encuentran en el medio de cultivo, además de la liberación de sustancias tóxicas por parte de algunos de ellos, que pueden provocar la muerte del explante (24).

				Estudios realizados en Cuba (25) han mostrado que en la desinfección del material vegetal para el establecimiento in vitro, los mejores resultados se alcanzaron con un 93,37 % de eficiencia cuando se empleó el etanol al 70 % y el hipoclorito de sodio al 3,0 %, durante 25 minutos. Estos resultados se corroboraron con lo informado por otros autores (26), donde se plantea que el hipoclorito de sodio se ha utilizado tradicionalmente solo o en combinación con otros desinfectantes en la descontaminación de los materiales vegetales para establecerse in vitro, por su elevado potencial redox de 1,36 mV.

				En estudios realizados (27), se seleccionaron genotipos de ajo de elevado rendimiento, de los cuales el genotipo ‘Criollo-3’ fue saneado de los virus que afectan al cultivo y propagado in vitro. El clon mostró un buen comportamiento agronómico a las plagas, un elevado rendimiento y buena calidad de la “semilla”.

				Otros resultados muestran que al aumentar la concentración del agente desinfectante (20 % v/v NaOCl) con un tiempo de 15 minutos no se presentó contaminación durante la fase de brotación y se mantuvieron los tejidos en óptimas condiciones para su manejo (28).

				El saneamiento de plantas de ajo se realiza mediante cultivo de meristemos, lo cual consiste en cultivar, bajo condiciones in vitro, el domo meristemático extraído desde la parte basal del bulbillo de ajo. Debido a que el tejido puede deshidratarse rápidamente, esta técnica requiere de la habilidad de un especialista. La extracción del domo meristemático se realiza después de concluido el período de dormancia, cuando el bulbillo está próximo a su brotación. Es importante destacar que, una de las razones que se postulan para explicar la condición libre de virus del tejido meristemático es debido a que la velocidad de replicación y movimiento de las partículas virales es inferior a la tasa de multiplicación celular de este tejido (29).

				En estudios para la detección molecular de potyvirus en hojas y minibulbillos de ajo asociados a un programa de producción de semilla sana, se introdujeron un total de 730 meristemos. La desinfección realizada a la “semilla” produjo 100 % de explantes libres de contaminación bacteriana o fúngica. Se presentaron pérdidas en el 31 % de los explantes introducidos, 18 % de los meristemos se perdieron por muerte del tejido o viabilidad. Los porcentajes de establecimiento permitieron validar la producción in vitro de ajo en los clones ‘Cerrito’, ‘Santa Rosa’ y ‘Bogotá’. El 71 % de las plántulas establecidas en un medio de cultivo suplementado con los reguladores 2-iP y ANA mostraron, después de cuatro semanas, una adecuada formación y vigor, conforme a los requerimientos de la etapa; presentaron características deseables, como una altura promedio de 1,5 cm, y el desarrollo de plántulas con 2,5 hojas por plántula y sin raíces (30).

				
					3.2.1. Termoterapia

					El empleo de elevadas temperaturas(40-75 °C) para eliminar o reducir la "carga viral" ha sido definida como la producción de un ambiente celular progresivamente menos adecuado para los agentes virales (31) y es un paso previo al cultivo de meristemos para proveer plantas libres de virus. Este último es un proceso que requiere de por lo menos cinco años (32). 

					En otros estudios (14) se mostró que los resultados del establecimiento in vitro en el cultivo del ajo dieron positivos al Virus del Enanismo Amarillo de la Cebolla (OYDV), por lo que con posterioridad se empleó la termoterapia con diferentes tratamientos térmicos y combinado con el cultivo de tejidos vegetales, con la finalidad de erradicar el potyvirus de las plántulas. Los resultados presentados en los ocho tratamientos del cultivar ‘Don Fermín’ permitió mostrar que la termoterapia, en combinación con el cultivo de tejidos, tiene una respuesta positiva al usar como fuente de explante domos meristemáticos de un tamaño aproximado de 1 a 2 mm, debido a que se logró obtener material vegetal libre del OYDV.

					El empleo de la termoterapia y el cultivo de tejidos para la eliminación del OYDV mostró que los “dientes” expuestos a 40 °C por 40 días no produjeron ningún producto de amplificación del virus, es decir, las plántulas in vitro sometidas a dicho proceso no estaban infectadas por dicho virus. Es importante mencionar que la técnica de cultivo de tejidos en combinación con la termoterapia en ápices caulinares (5-8 mm), de un tamaño relativamente grande, resultó ser eficiente en la eliminación del OYDV (6).

					Una alternativa de manejo empleada, al alcance de los productores de ajo, es la aplicación de una elevada temperatura directamente a los bulbos para eliminar o reducir la "carga viral", sin dañar su capacidad de germinación o posterior desarrollo (33). También, se ha comprobado que la termoterapia es un método eficaz y de fácil aplicación para reducir la cantidad de inóculo del hongo Sclerotium y los nemátodos del género Ditylenchus en los “dientes” de ajo (34).

					Resultados obtenidos probaron que la termoterapia no tiene efecto depresivo en las futuras plantas cuando éstas proceden de simientes tratadas entre 47-49 °C y tampoco se afecta negativamente la producción. La termoterapia a 49 °C, al ser letal para los parásitos ya instalados en el material de plantación, evita la infección de los terrenos de cultivo del ajo cuando se utilice dicha simiente; lo que consigue un efecto sanitario global positivo (35).

					El empleo de elevadas temperaturas influye positivamente en la erradicación de diferentes virus presentes en el cultivo del ajo, tanto en condiciones de campo como a nivel de laboratorio mediante el cultivo de tejidos. Además, el empleo de esta técnica evita la contaminación del suelo o medio de cultivo al utilizar material contaminado.

				

				
					3.2.2. Quimioterapia

					La quimioterapia se define como la terapia mediante la utilización de productos químicos. Los primeros trabajos se realizaron con verde Malaquina contra el virus del mosaico débil o latente en papa (PVX) (36), con muy baja efectividad. En lo adelante han sido empleados numerosos productos contra diferentes virus, pero en la mayoría de las sustancias utilizadas, las dosis no fitotóxicas solo pueden reducir las tasas de multiplicación viral de forma muy limitada (37). 

					Algunos autores (38) mostraron que, las plantas de ajo del cultivar ‘Taiwan’, provenientes del cultivo de meristemos in vitro, luego de la aplicación del producto químico Rivabirin, solo el 32,5 % de las mismas presentaron lectura negativa a la presencia de virus.

					En resultados obtenidos mediante el empleo de la quimioterapia se logró eliminar la incidencia de los virus: OYDV y LYSV en el cultivo del ajo (39). Estudios con la aplicación de virazol, mostraron un 100 % de plantas libres de virus cuando se cultivaron meristemos de 0,3 mm de tamaño en un medio de cultivo MS con 50 mg L-1 del producto (40). Otros autores informaron plantas de ajo libres de Potyvirus mediante quimioterapia de clavo con Ribavirina 205 µM, con una tasa de supervivencia que osciló entre 27,0-34,8 % (41).

					Se demostró que la utilización de compuestos químicos puede influir de manera positiva sobre el cultivo del ajo para la eliminación de diferentes virus, aunque, en ocasiones, el uso de algunos productos solo logra reducir la carga virar en un bajo porcentaje. Asimismo, los tratamientos con productos químicos, por lo general, hay que repetirlos en más de una ocasión.

				

				
					3.2.3. Electroterapia

					El concepto puede definirse como el uso de la corriente eléctrica con fines terapéuticos. Se basa, principalmente, en los fenómenos provocados en los tejidos por el paso de la electricidad, es decir, en el calentamiento por el efecto joule y en la electrólisis. En la práctica, se utilizan corrientes galvánicas, farádicas y alternas (38).

					Las primeras experiencias en la aplicación de corriente eléctrica a través de tejidos vegetales, informaron que encontraron un aumento en los niveles de regeneración de células y tejidos. La electroterapia a “dientes” de ajo, ha sido utilizada en el saneamiento del complejo viral de esta especie, se ha logrado entre un 53-100 % de plantas sanas, al aplicar corriente directa (10-13 v) entre 5-30 minutos (35).

					Estudios realizados con el empleo de esta técnica mostraron que dosis superiores a 30 V durante 10 min resultaron letales para el cultivo del ajo (42). A su vez, otros autores (43) mostraron una estimulación del crecimiento de plantas de ajo mediante esta técnica.

					De acuerdo con los resultados obtenidos, el empleo de corriente eléctrica es una técnica favorable para eliminar gran parte de la carga viral presente en el cultivo del ajo, a pesar de no ser muy utilizada. 

				

				
					3.2.4. Empleo de técnicas combinadas para el saneamiento de virus del ajo

					Dentro del ámbito de la protección de cultivos, la biotecnología es un proceso dinámico sin el cual no puede llevarse a cabo una agricultura competitiva. Las aplicaciones biotecnológicas contemplan estrategias dirigidas a la detección de patógenos, la obtención y mantenimiento de cultivares libres de patógenos, así como nuevas estrategias para el control de enfermedades para las que no existen vías convencionales. En el pasado siglo se incorporaron, sucesivamente, nuevas tecnologías que permitieron profundizar en la mejora de los cultivos, entre ellas cabe destacar, los cruzamientos interespecíficos y el cultivo in vitro (37).

					Algunos autores utilizaron termoterapia, quimioterapia y cultivo de meristemos en combinación para obtener plantas de ajo libres de virus del grupo Potyvirus. Los embriones se obtuvieron de clavos (explantes) que habían sido sometidos a quimioterapia y las plantas regeneradas a partir de embriones recibieron tratamiento de termoterapia. Estos meristemos se cultivaron y las plantas obtenidas se indexaron mediante ELISA y se encontró que la termoterapia tiene un efecto negativo en el establecimiento de las plantas. Pero la termoterapia en combinación con el cultivo de meristemos demostró ser un método más eficaz para la eliminación del virus (60,0-70,9 %) que el cultivo de meristemos solo (64 %). Sin embargo, informaron que la quimioterapia no fue efectiva para la eliminación del grupo Potyvirus (41).

					Otros autores probaron métodos de electroterapia, termoterapia, quimioterapia o disección meristemática (cultivo in vitro) para eliminar el virus OYDV de Allium sativum L. (44). Combinaron métodos de electro y quimioterapia (15 mA/10 min + 20 mg L-1 Virazol) y obtuvieron los mejores resultados, el 85 % de las plántulas que sobrevivieron estaban libres del virus OYDV.

					En estudios realizados (45) se trataron “dientes” de ajo para su saneamiento con agua y aire caliente en cámara de crecimiento y en invernadero. Los tratamientos con agua caliente fueron de 50 y 55 °C durante 5, 15 y 20 minutos, su eficiencia fue tan sólo del 13 % de saneamiento. Con aire caliente se aplicó una temperatura de 36 °C durante 30, 40 y 60 días, el porcentaje de regeneración disminuyó al incrementarse el tiempo de aplicación y se aumentó la eficiencia del saneamiento, se alcanzó hasta un 100 % con 60 días de aplicación. 

				

					
					3.2.5 Técnicas empleadas para el diagnóstico de virus en ajo

					Los métodos confiables, rápidos y rentables para la detección de virus del ajo juegan un papel importante en el control y manejo de las enfermedades virales. El ensayo por inmunoadsorción ligado a enzima (ELISA) y la reacción en cadena de la polimerasa de la transcripción reversa (RT-PCR) se han utilizado para el diagnóstico de los virus del ajo (46). Sin embargo, los antisueros utilizados en el método de ELISA no siempre están disponibles para todos los virus y su diagnóstico se vuelve complejo debido a las múltiples infecciones virales; en cambio, la RT-PCR ha demostrado ser más sensible al detectar los virus en muy bajas concentraciones (47).

					Para la detección de complejos virales en el cultivo del ajo (48) se utilizó la técnica de inmunoadsorción enzimática (ELISA). Mediante dicha prueba se observó la presencia de cinco virus: los Potyvirus: Virus del Estriado Amarillo del Puerro (LYSV) y Virus Enanismo Amarillo de la Cebolla (OYDV); los Carlavirus: Virus Latente del Shallote (SLV) y Virus Latente Común del Ajo (GCLV); y el Tospovirus: Virus del Estriado Amarillo del Iris (IYSV) en el follaje de los ecotipos evaluados. En tres fechas de muestreos diferentes se detectó que el LYSV tuvo una frecuencia del 100, 100 y 100 %; en el OYDV las frecuencias de muestreos fueron de 50, 75 y 77,7 %; en el SLV de 19,4; 30,5 y 0 %; en el GCLV de 100; 97,2 y 91,6 %; y en el IYSV de 0,0; 2,7 y 22,2 %. 

					Estudios realizados en dicho cultivo (49) revelaron para las 54 muestras analizadas por RT-PCR la presencia de dos a cinco virus en cada planta, teniendo una tasa de coinfección del 100 %. Dos muestras (3,7 %) contenían 2 virus, seis muestras (11,11 %) contenían 3 virus, diez muestras (18,52 %) contenían 4 virus y, 36 muestras (66,67 %) contenían 5 virus. Las variedades de ajo ‘Tigre’ y ‘Fermín’ mostraron mayor frecuencia de virus que la variedad ‘California’.

					

			

			
				3.3. Micropropagación del ajo

				La propagación vegetativa de plantas mediante el uso de técnicas de cultivo in vitro se conoce comúnmente como micropropagación, término que hace referencia a que la cantidad de material vegetal necesaria para iniciar el cultivo es pequeña, mucho menor que en las técnicas tradicionales de propagación vegetativa. Existen diferentes opciones para realizar propagación vegetativa mediante cultivo in vitro (50):

				
					

	
							La multiplicación a partir de yemas pre-existentes (apicales o axilares).

						

	
							La formación de brotes adventicios o embriones somáticos adventicios, a partir de: explantes constituidos por porciones de tejidos u órganos extraídos de la planta madre, células desorganizadas (suspensiones celulares) o tejidos (cultivos de callos) establecidos por proliferación celular en el propio explante.

						



				

				La micropropagación puede ser usada con un enfoque de conservación, ya que permite obtener numerosas plántulas en tiempos cortos y espacios reducidos (51). Las principales ventajas que nos ofrece (52), comparado con los métodos tradicionales son:

				
					

	
							La regeneración de las plántulas es más rápida debido a que ocurre en condiciones controladas de temperatura, fotoperíodo, así como los medios químicamente definidos en los cuales se manipula la cantidad de los nutrientes y reguladores de crecimiento.

						

	
							Se requiere de pequeñas proporciones de tejido vegetal para iniciar el establecimiento aséptico. 

						

	
							Es posible propagar genotipos que con los métodos tradicionales presentan cierto grado de dificultad y permite obtener mayor cantidad de material vegetativo de elevada calidad biológica.

						

	
							Es posible producir plántulas in vitro en cualquier época del año.

						



				

				Las fases de desarrollo en laboratorio (53) que involucra la tecnología son tres:

				
					

	
							
Fase de establecimiento in vitro
: Se inicia con la implantación de meristemos (tejido apical) en un medio de cultivo que contiene los nutrientes necesarios para el desarrollo de las plántulas in vitro.


						

	
							
Fase de multiplicación in vitro
: Las plántulas in vitro regeneradas se transfieren a un medio de cultivo con auxinas y citoquininas para la inducción de la formación de brotes laterales, es menor en el primer subcultivo y aumenta con los siguientes subcultivos. Este ciclo de multiplicación dura entre 4-8 semanas aproximadamente, en dependencia del genotipo, y se repite hasta lograr obtener la cantidad de plántulas deseadas. 

						

	
							
Fase de microbulbificación in vitro
: Se separan los macollos y se colocan en magentas o tubos y se induce la formación de microbulbillos al incrementar la concentración de sacarosa a 3, 6, 9 y 12 %. Cuando alcanzan el tamaño y diámetro adecuados y toman una coloración morada, se extraen y se dejan secar para, posteriormente, pasarlos a la fase de invernadero.

						



				

				Estudios realizados a partir de la multiplicación rápida de ajo in vitro (54) lograron la micropropagación al utilizar el medio de cultivo MS con 0,57 μM de AIA y 0,44 μM de BA para el cultivo inicial de brotes, y posteriormente, el medio de cultivo MS suplementado con 170 mg L-1 de NH2PO4.

				
					3.3.1. Empleo de reguladores del crecimiento tradicionales

					Estudios realizados mostraron que la iniciación de brotes ocurrió en el 98 % de los ápices cultivados en las sales del medio de cultivo basal MS suplementado con 0,5 mg L-1 de 2-iP y 0,1 mg L-1de ANA, esto permitió el desarrollo de un solo brote por tubo de ensayo con un promedio de altura entre 4-4,6 cm. La máxima altura se observó en el tratamiento T2 (0,01 mg L-1 de 2,4-D y 5 mg L-1 de Kin) con 9,9 cm de altura, seguido por el T3 (0,01 mg L-1 de 2,4-D y 5 mg L-1 de 6-BAP) con 8,2 cm, mientras que en el T3 se obtuvo el mayor número de brotes por callo (3,9) seguido por el T2 con 2,2 brotes por callo. En ausencia de reguladores de crecimiento [T1 (MS)] no hubo caulogénesis. Estos resultados indicaron que la composición del medio nutritivo repercutió sobre la capacidad de regenerar brotes. Al respecto, se requirió una mayor proporción de citoquininas (Kin, 6-BAP) que de auxinas (2,4-D) en el medio de cultivo. En este caso, las citoquininas parecen jugar un papel específico para la regeneración de brotes a partir de callos, probablemente al determinar la ruta de la diferenciación hacia la caulogénesis (55).

					El ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), a pesar de ser una auxina que a bajas concentraciones puede favorecer la inducción de brotes, no es muy recomendable su empleo en procesos de micropropagación ya que puede inducir variabilidad genética en los regenerantes obtenidos.

					En el cultivo del ajo, con el ecotipo ‘Colorado de Mendoza’, se alcanzó el mayor número de raíces (2,5 raíces) con las sales del medio de cultivo basal MS (Murashige y Skoog con vitaminas sintéticas), mientras que el medio de cultivo MSM + EQ (Sales de Murashige y Skoog Modificado, sustitución de KNO3, MgSO4, NH4NO3 + extracto de quinua) fue el que obtuvo el menor número de raíces, uno (56) como promedio. El ecotipo ‘Rosado de Italia’ fue el que alcanzó el mayor promedio en cuanto al número de raíces (3,3 raíces) en presencia del medio de cultivo MSM (Sales de Murashige y Skoog Modificado, sustitución de KNO3, MgSO4, NH4NO3), mientras que con el medio de cultivo MSM +EQ se obtuvo el menor número de raíces (1,6 raíces) (57).

					Con el medio de cultivo MSM (Murashige y Skoog Modificado con sales comerciales) suplementado con los reguladores de crecimiento Kinetina (1 mg L-1) y Ácido Indolaceico (2 mg L-1) se logró una mayor regeneración de brotes adventicios, un promedio de 2,1 brotes por explante para el ecotipo ‘Colorado de Mendoza’ y un brote por explante para el ecotipo ‘Rosado de Italia’ (57).

				

				
					3.3.2. Empleo de bioestimuladores del crecimiento

					El Biobras-6® y Pectimorf® se pueden utilizar como reguladores del crecimiento en todas las fases de la micropropagación del ajo clon ‘Criollo-9’; la combinación AIA (0,1 mg L-1) y Biobras-6® (0,05 mg L-1) o AIA (0,5 mg L-1) y Pectimorf® (1 mg L-1) aumentó el establecimiento in vitro de los ápices caulinares y disminuyó entre tres y cuatro días el tiempo de permanencia de los explantes en el medio de cultivo, con respecto al tratamiento control (AIA y 6-BAP). Para la obtención de brotes múltiples fueron mejores las combinaciones ANA (0,3 mg L-1) y Biobras-6® (2 mg L-1) y AIA (0,5 mg L-1) y Pectimorf® (10 mg L-1). La supervivencia y el enraizamiento durante la aclimatización de los microbulbillos fue superior, con la inmersión previa en Biobras-6® (1 mg L-1) o Pectimorf® (10 mg L-1) durante 15 minutos y la plantación posterior en un sustrato compuesto por zeolita cargada [Litonita] (25 %) y materia orgánica [cachaza descompuesta] (75 %). Las evaluaciones agronómicas evidenciaron que el Biobras-6® produjo un rendimiento de 12,42 y el Pectimorf® 11,67 t ha-1, superiores en 4,47 y 2,72 t ha-1, respectivamente, en relación con las plantas control (2).

					Otros estudios con el empleo de sacarosa mostraron que el comportamiento de las plántulas in vitro y microbulbillos de ajo de diferentes genotipos (‘Criollo-9’, ‘Martínez’, ‘Criollo-6’, Criollo-3’ y ‘Vietnamita’) respecto al porcentaje de supervivencia en la fase de aclimatización, la respuesta más efectiva se obtuvo a partir de los microbulbillos inducidos in vitro con 75 g L-1 de sacarosa. En el caso de las plántulas in vitro, la supervivencia osciló de 39,50-49,62 % y para los microbulbillos entre 90,70-94,95 %, los mejores valores los alcanzaron los clones ‘Criollo-9’ y ‘Martínez’, con 94,95 y 93,56 %, respectivamente (17).

				

			

			
				3.4. Embriogénesis somática en ajo

				La embriogénesis somática permite regenerar plantas completas, y es ampliamente usada por la biotecnología y en estudios de embriología, su principal ventaja es la producción de numerosas plántulas a partir de una célula y permite la evaluación y mejoramiento genético (8).

				Estudios en ajo evidenciaron que el promedio más elevado de embriones somáticos (173,71 por 200 mg de callo) se logró después de 8 semanas de cultivo en un medio de cultivo que contenía una combinación de 1,0 mg L-1 de 6-BAP y 0,25 mg L de 2,4-D. Sin embargo, el número disminuyó al aumentar la concentración de 2,4-D. El estudio también indicó que la reducción del nivel de 2,4-D en el medio de cultivo contribuyó a promover un mayor número de embriones somáticos durante el subcultivo. Sin embargo, el crecimiento del callo embriogénico con embriones globulares disminuyó con el aumento de la concentración de BAP (2,0 mg L-1 o más) y 2,4-D (1,0 mg L-1 o más) (58).

				La embriogénesis somática no es más que la formación de un embrión a partir de una célula somática, sin la necesidad de la fusión de gametos. Esta técnica se ha utilizado en todo el mundo para la producción masiva de plantas por cultivo in vitro en algunas especies vegetales como zanahoria (Daucus carota L.) y alfalfa (Medicago sativa L.), a pesar de no ser conocida con exactitud la biología del proceso. Existen varios pasos para la regeneración de plantas por esta vía, los cuales están muy relacionados entre sí: inducción y desarrollo de los embriones somáticos, proliferación, maduración, germinación y conversión en plantas. Generalmente, se utilizan medios con altas concentraciones de sales, sacarosa o manitol y se necesita la presencia de una auxina para la iniciación del callo embriogénico, habitualmente 2,4-D. Como la maduración y la germinación de los embriones no ocurren en presencia de esta auxina, se debe remover o usarla en bajas concentraciones para permitir el desarrollo de estos. Además, tanto la inducción de la embriogénesis somática como el desarrollo de los estados subsiguientes dependen de la presencia de nitrógeno reducido.

			

			
				3.5. Conservación in vitro de germoplasma de ajo

				Los bancos de germoplasma in vitro son sitios para la conservación de los recursos genéticos en condiciones controladas de laboratorio y que involucran diversas técnicas de cultivo y almacenamiento in vitro. En los mismos se busca maximizar la diversidad de ejemplares recolectados de poblaciones en campo o en su centro de origen (56).

				Su germoplasma se conserva mediante colecciones de campo o por métodos biotecnológicos. En el Banco de Germoplasma del INIFAT se ha trabajado durante los últimos 10 años en la conservación de germoplasma de ajo por reducción de la tasa de crecimiento y en la actualidad se cuenta con una colección de clones de interés; los que son conservados, en dependencia del genotipo, por ciclos que oscilan entre los 9 meses y un año (59). 

				
					3.5.1. A mediano plazo

					En el almacenamiento por corto plazo los explantes permanecen in vitro hasta 12 meses, con un manejo de las condiciones de cultivo para retrasar el crecimiento y aumentar los intervalos entre subcultivos (60).

					Resultados alcanzados demuestran que a la temperatura de 6 ºC se observó la reducción de la tasa de crecimiento del cultivo del ajo, pues se requirió de mayor tiempo para que las plantas alcanzaran la altura de 5 cm, y que resultara evidente la bulbificación y se produjera el enraizamiento profuso (de 3-5 raíces). El efecto de la disminución de la temperatura de conservación en dicho enraizamiento fue notable, ya que el tiempo para alcanzar el enraizamiento fue aproximadamente 5 veces el requerido a 24 ºC. La contaminación observada fue baja por lo que no parece ser un aspecto limitante. El contenido del medio de cultivo en los tubos para ensayos decreció en un 25 % respecto al inicial, de modo que las plántulas llegaron a alcanzar el año de conservación y aún se mantenía, aproximadamente, un 75 % del contenido del medio de cultivo (61).

					Otros estudios sobre conservación in vitro (62) informaron que durante el cultivo de microbulbos de A. sativum L., en cinco medios de conservación in vitro almacenados en ¼ MS con 45 g L-1 de sacarosa (T4), mostraron porcentajes de supervivencia de 86,6; 76,6 y 73,3 % a los 150, 180 y 210 días, respectivamente. Así mismo, registraron el mejor vigor con valores promedio de 1,16; 0,93 y 1,04 según la escala establecida (1= bulbos definidos en un 75 %; 2 = bulbos definidos en un 50 %; 3 = bulbos definidos en un 25 % y 4 = ausencia de bulbos o bulbos no definidos) a los 150, 180 y 210 días de evaluación, respectivamente.

					Otros estudios mostraron que, respecto al índice de bulbificación todas las plantas de ajo conservadas a 24 oC habían bulbificado a los 4 meses de conservación. A 6 oC no se observó bulbificación hasta los 6 meses y la bulbificación de todas las plantas se apreció a los 10 meses (63).

				

				
					3.5.2. A largo plazo

					El almacenamiento por largo plazo es muy seguro por lo que se usa extensivamente en agricultura, horticultura, y forestería para la investigación y el monitoreo ambiental. Se considera que el almacenamiento por largo plazo es una práctica útil para evitar la variación somaclonal en plantas con propagación vegetativa y permite mantener los explantes sin alteración alguna bajo estas condiciones (64).

					Estudios realizados mostraron que el cultivo de brotes de tres cultivares de ajo se mantuvo a diversas temperaturas y medios de cultivo para mantener su viabilidad sin subcultivos (65). Como resultado se registró un elevado nivel de viabilidad después de 16 meses de cultivo a 4 °C con 100 g L-1 de sacarosa en medio B-5.

				

				
					3.5.3. Crioconservación

					La crioconservación permite el almacenamiento de células, tejidos u órganos vegetales vivos a temperaturas extremadamente bajas (-80 °C). Esta técnica permite el almacenamiento durante períodos prolongados (mayores a un año) con el uso de nitrógeno líquido (NL), el cual normalmente se encuentra a -196 °C. En algunas ocasiones, se combina el NL con otros gases inertes (como el helio y el argón) (59).

					En el caso de los clones de ajo ‘Castaño INTA’, ‘Sureño INTA’ y ‘Morado INTA’ se obtuvo 96,7, 92,9 y 89,3 % de explantes brotados, respectivamente, cuando se crioconservaron ápices de “dientes” mediante la metodología de la gota congelada (66).

					En el IBONE (Instituto de Botánica del Nordeste) se desarrollaron protocolos para bulbillos aéreos y ápices de “dientes” y se empleó el método de encapsulamiento-deshidratación con descenso térmico rápido y lento. Los ápices fueron encapsulados con 3 % de alginato de calcio. Las cápsulas fueron precultivadas en tres soluciones de concentraciones crecientes de sacarosa (0,5; 0,75; 1 M) en agitación permanente a 80 rpm. La deshidratación se realizó con gel de sílice durante 5 horas. Posteriormente, los ápices fueron colocados en el equipo de descenso programado de temperatura e introducidos en nitrógeno líquido (24 horas). Luego fueron descongelados a 30 ºC durante dos minutos, rehidratados en medios líquidos con concentración decreciente de sacarosa (0,75 y 0,5 M) y recultivados en medio Murashige y Skoog (1962) modificado. Esta metodología permitió obtener aproximadamente el 95 % de regeneración para ápices de “dientes” de 3 clones; sin embargo, los bulbillos aéreos no sobrevivieron a los tratamientos previos (67).

				

			

			
				3.6. Técnicas empleadas para detectar variabilidad genética en las plántulas de ajo obtenidas por cultivo in vitro


				
					3.6.1. Técnicas morfológicas

					En los estudios morfológicos, los caracteres deben ser descubiertos y delimitados generalmente sin ningún criterio explícito para la selección o la codificación del carácter, por lo que tienen el potencial de ser arbitrarios. Sin embargo, tienen la ventaja de permitir un muestreo taxonómico mucho más cuidadoso que el que se realiza con análisis moleculares, lo que es importante para las revisiones sistemáticas, los estudios de la evolución del carácter y la valoración filogenética (68).

					Estudios realizados en ajo (63) evidenciaron que el clon ‘UCLA-1’ (grupo III) se destacó del resto de los materiales por presentar los mayores valores para las características relacionadas con el bulbo y el follaje. Los clones ‘AN-2’ y ‘AN-1’ (grupo I), con idéntico perfil electroforético, mostraron diferencias morfológicas, ya que ‘AN-2’ mostró en comparación con ‘AN-1’, elevados promedios para la altura y el número de hojas por planta, así como para las características masa y diámetro del bulbo. 

					En lo que se refiere a las características relacionadas con el follaje de la planta, el cultivar ‘PAL-1’ presentó el mayor promedio para la altura de la planta, con un valor de 59,2 cm seguido de los cultivares ‘AN-1’, ‘BO-4’ y ‘AN-2’; mientras que el cultivar ‘SAL-2’ resultó con el menor valor para esta característica del follaje(63).

				

				
					3.6.2. Técnicas citogenéticas

					Actualmente, existen técnicas citogenéticas como las llamadas FISH (hibridación in situ por fluorescencia) y GISH (hibridación in situ del genoma) en las que se hace uso de tintes para marcar regiones diferentes del ADN. Ambas técnicas se utilizan para identificar cromosomas extraños o para detectar traslocaciones (cambios de posición de partes del cromosoma) en híbridos, lo cual no es posible con las técnicas de citogenética clásica como la tinción o el bandeo (54).

					En estudios sobre la detección de la variación somaclonal en ajo mediante análisis citológico se examinaron los cariotipos de 75 regenerantes derivados de los cultivos de callos de tres clones de ajo parentales y se encontró que el 9,3 % eran tetraploides, el 4 % aneuploides y el 2,6 % mostró un cambio en la posición de la constricción secundaria. No se pudo demostrar ninguna asociación entre la tasa de variación de los caracteres moleculares y citológicos, ya sea al comparar cultivares o examinar regenerantes individuales (54).

					Las diferentes concentraciones y combinaciones de reguladores del crecimiento (kinetina, ácido indol-3-ilacético, ácido 2,4-diclorofenoxiacético) en los medios de cultivo de tejidos vegetales, a bajas concentraciones, no tienen ningún efecto sobre la inducción de aberraciones mitóticas o la inhibición de la actividad mitótica en células del meristemo de la raíz de Allium sativum L. Luego de estudios realizados, se observó inhibición de la actividad mitótica, tendencia a la adherencia y aglutinación de los cromosomas y un ligero aumento en la frecuencia de aberraciones mitóticas a concentraciones más altas. Por lo que se puede decir, que los medios de cultivo de tejidos vegetales no tienen un efecto directo sobre la inducción de aberraciones mitóticas en cultivos de tejidos vegetales in vitro (69).

					Estudios realizados para validar el uso de Allium sativum L. como un modelo de prueba sensible para genotoxicidad, evaluaron los efectos citogenéticos de una formulación comercial del insecticida piretroide, Cipermetrina, en las células del meristemo de la raíz de A. sativum. Para el ensayo citogenético, las células del meristemo de la raíz se expusieron a 1; 2; 4; 8 y 16 ppm (mg L-1) del compuesto de prueba durante 24 h, y se procesaron inmediatamente para el análisis o se incubaron en agua durante 24 h de recuperación y luego se procesaron. Las células analizadas inmediatamente después de la exposición presentaron una inhibición significativa dependiente de la dosis del índice mitótico (IM) y la inducción de aberraciones mitóticas y cromosómicas (AM y AC). El período de recuperación de 24 h redujo el efecto del compuesto de prueba sobre el IM y el porcentaje de aberraciones; sin embargo, las células expuestas a 8 y 16 ppm mostraron una frecuencia significativa de aberraciones a pesar del período de recuperación. Los datos indicaron que dosis más elevadas de Cipermetrina producían toxicidad, AC y MA en A. sativum L (70).

				

				
					3.6.3. Técnicas isoenzimáticas

					Con el avance tecnológico ocurrido en los años 70, el uso de geles de almidón y la tinción histoquímica de las proteínas, se demostró dentro de un organismo la existencia de las isoenzimas, formas moleculares múltiples dentro de un organismo que catalizan una misma reacción. El efecto de una modificación alélica puede ser detectado con certeza, debido a un cambio de movilidad electroforética. Esta sensibilidad electroforética hizo que la técnica haya revolucionado los estudios de diversidad genética en diversas especies (54).

					Para tales estudios se han utilizado varias estructuras de la planta, hojas, raíces o botones florales, de las cuales se obtiene un extracto crudo proteico. La técnica consiste en la separación de las enzimas del extracto crudo, en un soporte permeable (almidón, PAGE), bajo la acción de un campo eléctrico y seguido de un teñido histoquímico. La separación se realiza mediante la carga eléctrica neta, masa molecular, punto isoeléctrico y combinación de estos criterios (separación multidimensional). De este modo se separan las enzimas codificadas por genes diferentes o productos de diferentes alelos de un mismo gen (54).

					
M tumefaciens según el ensayo histoquímico permitió detectar la actividad del gen GUS en los 30 clones obtenidos en el tratamiento de inoculación I2, el cual consistió en secar los callos al ser expuestos al aire de una campana de flujo laminar durante 10 min, después se sumergieron en la suspensión durante 5 min y se colocaron sobre una toalla de papel esterilizada, pero con diferente magnitud. El 43 % de ellas (13 colonias) mostraron una coloración azul intensa, mientras que en el resto la coloración fue más tenue (54).

					Algunos autores evaluaron los efectos de una dosis aguda de rayos γ (10 Gy) a dientes de ajo post-latentes sobre el crecimiento interno de los brotes y los cambios en las peroxidasas y proteínas solubles hasta 100 días de almacenamiento en la oscuridad a 19±1 °C y 42±2 % de humedad relativa. La inhibición del crecimiento de brotes inducida por radiación se hizo evidente después de 25 días de tratamiento y fue sincrónica con un marcado aumento en la actividad de peroxidasa. El enfoque isoeléctrico de capa fina reveló que la radiación inducía un aumento en el número de isoenzimas de peroxidasa anódica a los 100 días, lo que sugiere modificaciones en el proceso de vascularización. Ni el contenido de proteína soluble ni el patrón de proteína se vieron afectados por la irradiación. Estos resultados se discuten en términos de un posible efecto mediador de la peroxidasa sobre la inhibición de brotes inducida por radiación en el ajo (71).

				

				
					3.6.4. Técnicas moleculares

					El polimorfismo basado en proteínas ha sido de gran utilidad en las investigaciones realizadas en plantas, pero con el desarrollo de las tecnologías basadas en ADN, la investigación en esta área se ha visto favorecida con la disponibilidad de una mayor cantidad de marcadores, aquellos basados en Fragmentos de Restricción Polimórficos (RFLP) y en la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). Ambos métodos han derivado en múltiples técnicas como son la Amplificación de ADN al Azar (RAPD), Fragmentos Polimórficos de ADN Amplificados (AFLP), minisatélites (VNTR) y microsatélites (SSR), entre otros (72).

					Estudios realizados sobre la diversidad genética de poblaciones de ajo evidenciaron que el ADN aislado de 71 muestras analizadas por la técnica de AFLPTM detectó un alto nivel de polimorfismo para la diferenciación de las muestras en estudio. Se esperaba que las diferencias genéticas no fueran tan marcadas, debido a que se trata de una especie apomíctica obligada y exige reproducción clonal desde hace, aproximadamente, 5000 años (73).

					Estudios realizados con la técnica AFLP mostraron un total de 130 bandas claramente separadas. Todas las bandas cuantificadas fueron monomórficas (100 %), por lo que la distancia filogenética fue 0. Se detectó el mismo número de bandas con cada conjunto de cebadores en una planta parental recolectada en campo y en aquellas sometidas a tres tratamientos de cultivo diferentes (Medio MS, control absoluto, medio MS + ANA (0,1 mg L-1) + Kin (8 mg L-1), Medio MS suplementado con ANA (0,1 mg L-1) + 2-iP (4 mg L-1) en tres subcultivos, respectivamente. Este análisis indica que no hubo diferencias a nivel molecular entre las plántulas in vitro regeneradas en los diferentes medios de cultivo, en los tres subcultivos que se realizaron y el stock de campo, para las combinaciones de cebadores que se analizaron (72).

					Las técnicas empleadas para detectar variabilidad genética en las plántulas de ajo obtenidas por cultivo in vitro son muy utilizadas en todo el mundo con buenos resultados. Con el empleo de las mismas se pueden identificar cromosomas extraños, detectar traslocaciones y facilita el muestreo taxonómico de plantas mucho más cuidadoso. Además de detectar los niveles de polimorfismo a partir de tecnologías basadas en ADN.

					Otros estudios mediante la combinación de cebadores de ASLSM2 produjeron 11 alelos (bandas de diferentes tamaños) entre los 25 clones de ajo evaluados. Por otro lado, la combinación de cebadores de ASLSM4 produjeron solo 1 alelo polimórfico, que estaba presente solo en los clones de ajo agrupados en los grupos AFLP VII y X. Otras combinaciones de cebadores, ASLSM1 y ASLSM3, produjeron alelos polimórficos 7 y 5, respectivamente (74).

					El empleo de técnicas moleculares basadas en ADN ha sido muy utilizado para evaluar la integridad genética de los bancos de germoplasma o para detectar la presencia de variaciones genéticas en materiales sometidos a un tratamiento mutagénico, por lo que se considera un gran avance en la biotecnología vegetal.

				

			

		

		
			CONCLUSIONES

			
				

	
						La Biotecnología permite, mediante el cultivo de tejidos o in vitro, la obtención de plantas más resistentes y libres de patógenos y virus, en tiempos cortos y espacios reducidos.

					

	
						La micropropagación puede ser usada con un enfoque de conservación, pues permite obtener numerosas plantas libres de patógenos y virus, en tiempos cortos y espacios reducidos. Además, permite el empleo de diferentes bioestimuladores del crecimiento como Biobras-6® y Pectimorf® para sustituir o complementar los reguladores tradicionales.

					

	
						La embriogénesis somática permite regenerar plantas completas, y es ampliamente usada por la biotecnología y estudios en embriología, su principal ventaja es la producción de numerosas plantas a partir de una célula.

					

	
						Con el uso de técnicas de cultivo in vitro se pueden producir plántulas durante todo el año y, posteriormente, someterlas a la fase de aclimatización donde se logra mayor supervivencia y desarrollo antes de pasar a las condiciones de campo.

					

	
						El empleo de elevadas temperaturas (40-75 °C), productos químicos y corriente eléctrica combinado con el cultivo de meristemos son técnicas eficaces para la disminución o erradicación de virus presentes en el cultivo del ajo, ya sea en condiciones de campo o a nivel de laboratorio mediante el cultivo de tejidos

					

	
						Las técnicas empleadas para detectar variabilidad genética en plántulas obtenidas por cultivo in vitro permiten divisar traslocaciones y diferentes niveles de polimorfismo, además de la identificación de cromosomas extraños.
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