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Resumen

Se establecié un protocolo de mutagénesis en microbulbos de ajo (Allium sativum L.) clon Bocon6 cultivado in
vitro. Para el efecto se realizaron dos ensayos, uno de radiosensibilidad para establecer la dosimetria apropiada
de radiacién gamma y otro de mutagénesis para determinar el comportamiento de los materiales hasta la etapa de
almacenamiento. En el primero los microbulbos fueron tratados con cuatros dosis de radiaciéon gamma (6, 8, 10
y 12 Krad), mas un control. Para establecer la dosis 6ptima se considero6 la sobrevivencia del 50% de los micro-
bulbos (DL,). Se emple6 un disefio de bloques al azar con cinco tratamientos y 20 repeticiones por tratamiento.
En el ensayo mutagénico los microbulbos fueron irradiados con 8 y 10 Krad y almacenados durante 45 dias a
10 °C en condiciones de oscuridad En este caso se utilizé un disefio de bloques al azar con tres tratamientos (O,
8 y 10 Krad) y 20 repeticiones por tratamiento. En ambos ensayos, los microbulbos irradiados con 8 y 10 Krad
registraron los mayores promedios para peso y diametro, lo cual permite concluir que estas dosis son adecuadas
para favorecer la produccion de mutantes con caracteristicas agronémicas deseables en el clon Boconé.

Palabras claves: Cultivo de tejidos, ajo, Allium sativum, bulbificacion, radiaciéon gamma, dosimetria.

Abstract

A protocol for induced mutagenesis in clone Boconé (Allium sativum) microbulb cultured in vitro was established.
For this, two assays were realized: test or radio sensitivity assays were performed to determine the appropriate
gamma radiation dose and test or mutagenesis assays to determine the behavior of the plant material up to stor-
age stage. In order to determine radio sensitivity, microbulbs grown were irradiated with four gamma ray doses
(6, 8, 10 and 12 Krad) more control. Optimal dose was established considering 50% microbulb survival (LD, ).
In this assays a randomized blocks design with 5 treatments and 20 replications per treatment was used. After
mutagenic treatment, microbulbs were irradiated with 8 and 10 Krad and then stored at 10 °C in darkness for
45 days. In this assays a randomized blocks design with 3 treatments considered two doses (8 and 10 Krad) more
control and 20 replications per treatment was used. In both trials, higher mean weight and diameter were shown
in microbulbs irradiated with 8 and 10 Krad, suggesting gamma irradiation to be applied with 8 and 10 Krad in
order to facilitate mutant production with desirable agronomic traits in clone Boconé.
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Introduccion

El ajo (Allium sativum L.) es un cultivo amplia-
mente utilizado por sus cualidades culinarias y
medicinales (Brewster, 2008). Durante el proceso
de domesticacion de la especie se ha favorecido
la seleccion hacia el desarrollo vegetativo y el
rendimiento de los bulbos en detrimento del
sistema de reproduccién y la formacién de in-
florescencias en las plantas. Lo anterior explica
por qué la mayoria de los cultivares de ajo desa-
rrollados a nivel mundial son estrictamente de
propagacion asexual o vegetativa, siendo éste el
Unico sistema de produccion utilizado comercial-
mente, limitando el mejoramiento a la seleccion
de la variabilidad genética preexistente, al uso
de las mutaciones inducidas y a las técnicas del
cultivo de tejidos como estrategias para generar
nuevas variantes. (Zheng et al., 2007; Matijevic
etal.,,2013). La aplicacion de mutagenos implica
evaluar los efectos biolégicos producidos en una
determinada célula o tejido, por lo que se deben
considerar factores como el tipo de mutageno, la
dosis de radiacion empleada, y el tamano y pro-
cedencia de los explantes y su radiosensibilidad
(Taner y Kunter, 2004). Debido a que la respuesta
a un determinado mutageno se mide principal-
mente en funcién del porcentaje de sobrevivencia
y la tasa de regeneracion y/o multiplicacion del
material irradiado, es necesario determinar la
dosis de radiacion que permite la sobrevivencia de
los materiales y posteriormente seleccionar entre
estos el mayor niumero de mutantes con carac-
teristicas deseables. Ahloowalia y Maluszynski
(2001) realizaron ensayos de radiosensibilidad
con el fin de establecer el rango de radiacion que
puede ser aplicado a un determinado cultivo.
Dentro de los mutagenos fisicos, las radiacio-
nes gamma son las mas utilizadas para generar
variabilidad en los cultivos agricolas, asi como
para reducir las pérdidas poscosecha, eliminar
la brotacion precoz, minimizar la contaminacion,
controlar enfermedades y plagas, extender la vida
util de los cultivos, entre otros (Piri et al., 2011).
En este campo, los rayos gamma son considera-
dos un tipo de radiaciéon ionizante usualmente
obtenidos por radioisétopos, con cobalto 60 (°°Co)
y cesium 137 ($¥’Cs) como principales fuentes
de radiaciéon, siendo la unidad comunmente
utilizada para medir la cantidad de exposicion a
la radiacién el Grays (Gy) o sus equivalentes el
rads (1 rads = 0.01 Grays) y/o el Krad (1 Krad =
1000 rads) (IAEA, 2005). En el cultivo de ajo se
han realizado investigaciones a partir de bulbos
tratados con radiacion gamma con el objeto de
mejorar caracteristicas como resistencia a enfer-
medades (Al-Safadi et al., 2000; Nabulsi et al.,
2001), inhibicion de la brotacién (Croci et al.,
1987; Taner y Kunter, 2004; Pérez et al., 2007),
ganancia en peso (Croci y Curzio, 1983), dura-
bilidad en almacenamiento (AL-Safadi, 2000),
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cambios morfoléogicos (Pellegrini et al., 2000; Wi
et al., 2007) y modificaciones en el sabor (Ceci et
al., 1991), entre otras caracteristicas. Por otra
parte, la combinacion de técnicas como el cultivo
de tejidos y la mutagénesis ha facilitado, en una
gran diversidad de cultivos agricolas, la regene-
racion de un alto numero de variantes deseados,
la obtencion de materiales libres de plagas y
enfermedades y la posibilidad de irradiar un alto
numero de explantes (Zhen, 2001; Zheng et al.,
2007). Por lo anteriormente senalado, en este
estudio se plante6é como objetivo desarrollar un
protocolo para la mutagénesis in vitro en el clon
Bocono de A. sativum, a través de las técnicas
de cultivo de tejidos y la aplicacion de radiacion
gamma.

Materiales y métodos

Establecimiento del cultivo in vitro

Las etapas de iniciacion y posterior propagacion
de bulbos de A. sativum mediante el cultivo in
vitro se realizaron en el Laboratorio de Biotecno-
logia de Posgrado de Horticultura de la Universi-
dad Centroccidental Lisandro Alvarado (UCLA),
en Tarabana, Estado Lara, Venezuela. En el
comienzo los apices caulinares fueron cultivados
en medio Murashige y Skoog (MS) con 0.1 mg/1
de acido naftalenacético (ANA) y 0.5 mg/1 de
2-isopenteniladenina (2ip). Para alcanzar la fase
de propagacién (bulbificacion), los brotes proce-
dentes del cultivo de apices caulinares fueron
cultivados en medio MS con 2 mg/l de 2ip mas
90 g/1 de sacarosa y 8 g/l de agar de acuerdo
con el protocolo de Mujica et al. (2008). Para los
ensayos de radiosensibilidad y mutagénesis se
utilizaron microbulbos de ajo clon Bocond, con
un peso entre 0.5 y 0.8 g y diametro ecuatorial
comprendido entre los 0.5y 1 cm.

Ensayo de radiosensibilidad

El experimento se realizo en la Unidad de
Planta Pegamma, del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC) ubicado en
los Altos de Pipe, los Teques, Estado Miranda,
Venezuela. Los microbulbos fueron colocados
a 75 cm de distancia y 8 cm de altura de la
fuente de radiacion gamma (°°Co). El poder y
la velocidad de la fuente el dia de radiaciéon fue
de 9813 Curie y 195 Krad/h, respectivamen-
te. De acuerdo con estos valores, se aplicaron
cinco dosis de radiacién: 0, 6, 8, 10y 12 Krad,
correspondientes a un tiempo de exposicion de
0, 1 min 50 s, 2 min 28 s, 3 min 41 s, y 4 min
16 s, respectivamente.

Los microbulbos, una vez irradiados, fueron
trasferidos a medio fresco de bulbificacion MS
con 2 mg/l de 2ip mas 90 g/l de sacarosa y 8
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g/1 de agar, con dos subsiguientes subcultivos
a 45 y 90 dias. En ambas épocas (edades) se
evaluaron las variables: peso seco (g), diame-
tro ecuatorial (cm) y diametro polar (cm) de
los microbulbos. Al final del experimento,
se determiné el porcentaje de sobrevivencia
segun la escala 1 - O, donde 1 = microbulbos
que permanecieron viables y/o turgentes, y O =
microbulbos inviables o totalmente secos (Figu-
ra 1). Para determinar la radiosensibilidad de
los materiales se establecié como dosis 6ptima
aquella que permitié la sobrevivencia de 50%
de los microbulbos (DL, ).

Figura 1. Modelo de sobrevivencia empleada para microbulbos de ajo. Izq. =
Bulbos viables y/o turgentes y Der. = Microbulbos inviables o totalmente secos.

Para las variables evaluadas (peso, diametro y
sobrevivencia) se aplico un disefio de bloques al
azar con cinco tratamientos (0, 6, 8, 10, 12 Krad),
20 repeticiones por tratamiento y un microbulbo
por tubo de ensayo como unidad experimental.

Ensayo de mutagénesis

Una vez determinada la radiosensibilidad, los
microbulbos provenientes del cultivo in vitro
seleccionados con base en su peso (0.5a0.9g)y
diametro ecuatorial (0.8 a 1 cm), fueron tratados
con 8 y 10 Krad de radiaciéon gamma, siguiendo
el protocolo anteriormente descrito.

Una vez irradiados, los microbulbos fueron
trasferidos a medio fresco de bulbificacion MS con
2 mg/l de 2ip mas 90 g/1 de sacarosay 8 g/l de
agar y dos subcultivos posteriores a 45y 90 dias
para evaluar las variables peso seco (g), diametro
ecuatorial (cm) y polar (cm) de los microbulbos.
Una vez finalizada la etapa de cultivo in vitro,
los microbulbos fueron colocados en bandejas
plasticas 20 x 10 x 10 cm provistas de tapa an-
tes de su almacenamiento a 10 °C y condiciones
de oscuridad durante 45 dias, para nuevamente
medir las variables peso seco (g), diametro ecua-
torial (cm) y polar (cm) de los microbulbos. Tanto
en la etapa de bulbificacion, como en la etapa de
almacenamiento, se aplicoé un disefio de bloques
al azar con tres tratamientos (0, 8, 10 Krad), 20
repeticiones por tratamiento y un microbulbo
por tubo de ensayo como unidad experimental.
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Analisis de datos

Los datos de sobrevivencia fueron analizados por
el método no paramétrica (Kruskal-Wallis, 1952)
con la prueba de medias por comparacién de
rangos multiples, indicando sus respectivos pro-
medios; mientras que para el peso y el diametro
de los microbulbos se aplico la prueba de Tukey.
En todos los casos, el nivel de significancia fue
de 5%. Para el analisis se utilizé el programa
estadistico Infogen, version 2012.

Resultados y discusion

Establecimiento del cultivo in vitro

La iniciacién ocurri6 en el 98% de los apices cul-
tivados en MS con 0.1 mg/1de ANAy 0.5 mg/lde
2ip, permitiendo el desarrollo de un solo brote por
tubo de ensayo con promedios de altura entre 4
y 4.6 cm. Por otra parte, la microbulbificacion a
partir de brotes cultivados en MS suplementado
con 2 mg/lde 2ipy 90 mg/1 de sacarosa, permitio
el desarrollo de un solo microbulbo por tubo de
ensayo, evidenciando la eficiencia del protocolo
de regeneracion de microbulbos de A. sativum
utilizado.

Ensayo de radiosensibilidad

Durante la determinacion de la radiosensibilidad
a la radiacion gamma en microbulbos de A. sati-
vum, tanto los testigos como los bulbos irradiados
con 6, 8 y 10 Krad presentaron porcentajes de
sobrevivencia superiores a 50% (DL, ), mientras
que los tratados con 12 Krad mostraron el menor
promedio (20%) al final del experimento (Tabla 1).
El comportamiento similar de los tratamientos
6, 8 y 10 Krad de radiacién gamma vs. testigo,
indican que estos favorecen el desarrollo y/o cre-
cimiento de microbulbos del clon Boconé de ajo.

Al-Safadi et al. (2000); Nabulsi et al. (2001);
Zheng et al. (2007) y Wi et al. (2007) encontraron
en bulbillos o ‘dientes’ de A. sativum que las dosis

Tabla 1. Promedio de sobrevivencia de microbulbos de ajo (A. sativum L.),
tratados con radiacion gamma.

Tratamiento Sobrevivencia

(Krad) (%)
0 100 a*
6 70 ab
8 70 ab
10 55 bc
12 20c
KW 18.5

* Valores seguidos de letras iguales no difieren en forma significativa
(P> 0.05). Prueba de Kruskal-Wallis.



optimas de irradiacién con gamma variaban entre
0.1 a 0.7 Krad. Para materiales provenientes de
cultivo de tejidos, Zhen (2001) encontré como
rango optimo entre 0.5 y 1 Krad sobre callos
irradiados con rayos gamma. En otras investiga-
ciones (Croci y Curzio, 1983; IAEA, 1997; Taner
y Kunter, 2004 y Pérez et al., 2007) encontraron
que dosis entre 3 y 9 Krad estimulaban el desa-
rrollo y/o crecimiento de bulbos formados de A.
sativum, indicando que cada tipo de estructura,
bien sea dientes, microbulbos o bulbos, requie-
re de una dosis de radiacion especifica para su
sobrevivencia y posterior regeneracion.

Los analisis del peso seco de los microbul-
bos mostraron diferencias (P < 0.05) entre
tratamientos. En este caso, a los 45 dias
utilizando la prueba de Tukey fue posible
conformar tres grupos (Tabla 2). Los micro-
bulbos irradiados con 8 Krad presentaron el
mayor valor promedio seguido por los trata-
mientos con 10 y 12 Krad. Por el contrario,
los microbulbos testigo y los irradiados con
6 Krad presentaron los menores valores para
esta variable. En comparacién con el testigo,
los materiales irradiados con 8, 10 y 12 Krad
experimentaron una ganancia en peso de 0.35,
0.18 y 0.18 g, respectivamente.

Tabla 2. Promedio de peso seco (g) de microbulbos de ajo (Allium sativum
L.), @ 45y 90 dias después de irradiacién gamma.
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altas dosis (12 Krad) reducen de forma drastica
el desarrollo o crecimiento debido a alteraciones
en el proceso de mitosis en las células tratadas.
Wi et al. (2007) determinaron que altas dosis de
radiaciéon pueden afectar células, tejidos e inclu-
sive organelos como los cloroplastos. También es
ampliamente conocido que las radiaciones gam-
ma con frecuencia producen mutaciones tanto
génicas como cromosomicas (Donini, 1997), que
no solo inhiben los procesos de division celular,
sino también la multiplicacién y consecuente-
mente el crecimiento o desarrollo de los tejidos.

En el presente estudio el diametro ecuatorial
del microbulbo no mostré6 diferencias (P > 0.05)
por efecto de los tratamientos; lo que si se obser-
vo para el diametro polar (cm) a 45 y 90 dias de
evaluacion (Tabla 3). En este caso a los 45 dias
la prueba de Tukey separé los tratamientos en
tres grupos, con un valor maximo observado en
los materiales irradiados con 8, 10 y 6 Krad. En
relacién con el tratamiento testigo, la elongaciéon
de los microbulbos irradiados varié entre 0.13 y
0.16 cm. Noventa dias después de la irradiacion
se conformaron cuatro grupos para esta misma
variable, correspondientes a los microbulbos
tratados con 8, 10, testigoy 6 y 12 Krad. Cabe
destacar, que los materiales tratados con 8 y
10 Krad, experimentaron una elongacion, con
respecto al testigo, de 0.27 y 0.21 cm, respecti-
vamente.

Tratamiento 45 dias 90 dias Diferencia Tabla 3. Didmetros ecuatorial y polar de microbulbos de ajo (Allium sati-
(Krad) (g) (g) (g) vum L.), 45 y 90 dias después de irradiacion gamma.
0 0.64 b* 0.83 ¢ 0.19 . Diametro ecuatorial Diametro polar
6 0.63b 0.66 ¢ Tra::z:;nto (cm) (cm)
8 0.99a 1383 039 45 dias 90 dias 45 dias 90 dias
10 0.82 ab 111b 0.29 0 1.00 a* 1.09a 1.28 ab 1.43 bc
12 0.82 ab 0.76 ¢ 6 1.02a 1.02a 1.41a 1.38¢
v (%) 2963 27.81 8 0.99 a 1.15a 1.44 a 1.70 a
* Valores seguidos de letras iguales no difieren en forma significativa 10 0.98a 1.10a 142a 1.64ab
(P>0.05). Prueba de Tukey. 12 0.92a 1.05a 1.19b 132¢
CV (%) 15.56 18.80 16.59 16.82

Noventa dias después del tratamiento mutagé-
nico la prueba de Tukey permitié conformar tres
grupos, con un valor promedio maximo observado
en los microbulbos irradiados con 8 Krad, segui-
do por el tratamiento con 10 Krad. En el Gltimo
grupo se encontraron los microbulbos testigo y
los irradiados con 12 y 6 Krad. Igual que en el
caso anterior, los materiales irradiados con 8 y
10 Krad experimentaron una ganancia en peso
de 0.55y 0.28 g, en relacion con el testigo.

En los materiales tratados con 6 Krad la ga-
nancia de peso fue baja (0.03 g) y en los irradiados
con 12 Krad se observo una reduccion de 0.06 g.
Pellegrini et al. (2000) y Wi et al. (2007) encon-
traron que bajas dosis de radiacion (6 Krad) no
afectan los materiales irradiados, mientras que

* Valores seguidos de letras iguales no difieren en forma significativa
(P >0.05). Prueba de Tukey.

En una misma edad de evaluacion, se encontro
mayor elongacion en los materiales irradiados con
8 y 10 Krad (0.26 y 0.22 cm), en relacion con el
testigo, lo que no se observo en los tratamientos
con 6 y 12 Krad. Estos resultados indican que
la aplicacion de 8 y 10 Krad de radiacién gam-
ma estimul6 la actividad mitética en las yemas
apicales ubicadas en la base del tallo o disco
caulinar, dirigiendo el proceso de bulbificacion
mas hacia la elongacién y/o la produccion de
reservas para el desarrollo o emergencia posterior
de brotes en detrimento del volumen o grosor de
los microbulbos.
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Ensayo de mutagénesis

En este ensayo el analisis para el peso de micro-
bulbos no mostré diferencias (P > 0.05) 45 dias
después de la irradiacion; no obstante, a 90 dias
si se detectaron diferencias a este mismo nivel de
probabilidad. De acuerdo con este resultado la
prueba de Tukey permitié la separacion en dos
grupos, observando los mayores promedios con
la aplicacién de 10 Krad, seguido por 8 Krad y
el testigo o control (Tabla 4). En este caso, los
microbulbos irradiados con 8 y 10 Krad experi-
mentaron una ganancia en peso seco de 0.24 y
0.88 g, respectivamente.

Tabla 4. Peso seco de microbulbos de ajo (Allium sativum L) 45 y 90 dias
después de irradiacién gamma.

Tratamiento Peso seco (g)
(Krad) 45 dias 90 dias
0 0.63a" 0.86b
8 0.66a 1.10b
10 0.75a 174 a
CV (%) 6.53 12.64

* Valores seguidos de letras iguales no difieren en forma significativa
(P >0.05). Prueba de Tukey.

Los resultados en la Tabla 4 muestran que
entre 45 y 90 los microbulbos presentaron ga-
nancias de peso de 0.44 y 0.99 g cuando fueron
irradiados, respectivamente, con 8 y 10 Krad,
mientras que en el testigo o control la ganancia
en peso fue de 0.23 g. Pellegrini et al. (2000)
y Al-Safadi et al. (2000), reportaron minimas
perdidas de peso en bulbos de ajo irradiados
con gamma en comparacion al testigo o control.
Asimismo, los cultivares “Rosado Paraguayo” y
“Red” de A. sativum, experimentaron una minima
perdida de peso cuando fueron irradiados con
S y 3 Krad de gamma, respectivamente (IAEA,
1997). Para los diametros ecuatorial y polar no
se encontraron diferencias a 45 y 90 dias entre
los tratamientos y el testigo (Tabla 5).

Tabla 5. Didmetros ecuatorial y polar de microbulbos de ajo (Allium sati-
vum L), a 45y 90 dias después de irradiacién gamma.

Diametro ecuatorial Didmetro polar

Tratamiento

(cm) (cm)
(Krad)
45 dias 90 dias 45 dias 90 dias
0 Krad 1.22 1.49 1.10 1.45
8 Krad 1.35 1.53 1.26 1.50
10 Krad 1.19 1.48 1.19 1.48
CV (%) 22.68 16.36 18.61 14.94

* Valores seguidos de letras iguales no difieren en forma significativa
(P>0.05). Prueba de Tukey.

Por los resultados antes mencionados y para
fines practicos, se eligieron las dosis de 8 y 10
Krad, como dosis 6ptimas para microbulbos de
ajo, ya que con ellos se garantiza una alta pene-
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tracién en los tejidos (Donini, 1997; IAEA, 1997;
Piri et al., 2011).

Durante la etapa de almacenamiento de los
microbulbos bajo condiciones ex vitro (10 °C y
condiciones de oscuridad) se encontraron dife-
rencias (P < 0.05) para las variables peso seco y
diametros, observando los mayores promedios
con la aplicacion de 10 Krad, seguido por 8 Krad
y el testigo o control (Tabla 6).

Tabla 6. Peso seco, didmetros ecuatorial y polar de microbulbos de ajo
(Allium sativum L.) después de 45 dias de almacenamiento a 10 °C y os-
curidad.

Diam.

Tratamiento Peso seco R Diam. polar
ecuatorial
(Krad) (8) (cm)
(cm)
0 0.72 b* 1.09b 1.27 ¢
8 0.96 b 135a 1.62b
10 1.64a 134a 198 a
CV (%) 12.59 25.10 20.90

* Valores seguidos de letras iguales no difieren en forma significativa
(P>0.05). Prueba de Tukey.

Estos resultados muestran las ventajas de las
condiciones de almacenamiento de ajo en este
estudio y coincide con los resultados de Donini
(1997) sobre la importancia de evaluar periodos
y temperaturas de almacenamiento en materiales
sometidos a un tratamiento mutagénico.

Conclusiones

Con el uso de la irradiacion gamma, los micro-
bulbos de ajo como semilla pre-basica, pueden
ser llevados directamente a condiciones contro-
ladas de invernadero, disminuyendo los costos
en insumos y mano de obra requeridos para la
regeneracion mediante otras técnicas de cultivo.

El procedimiento ofrece una ventaja adicional
ya que facilita la seleccién y el mantenimiento por
via vegetativa de mutantes soélidos o estables, con
caracteristicas deseables en cortos periodos de
tiempo (1 - 2 anos).

Se estableci6o un protocolo para la mutagé-
nesis in vitro en el clon Bocon6 de A. sativum.
De esta manera, la irradiacion de microbulbos
provenientes del cultivo de tejidos, con dosis de
8 y 10 Krad, favorece el desarrollo y crecimiento
de microbulbos de ajo, que luego de un proceso
de seleccion pueden formar parte de programas
de mejoramiento genético en la produccién de
semilla basica de A. sativum.
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