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Si bien el cultivo de ajo acompana al hombre desde hace mas de 5.000 anos, la
produccién de semilla botanica obtenida por polinizacién directa de sus flores, ha sido
un desafio superado en forma reciente. Sin embargo, esto no sucede naturalmente,
y en la actualidad se utiliza exclusivamente con fines de mejoramiento genético.

Por ello la produccién comercial se realiza Unicamente mediante reproduccién
agadmica a partir de los bulbillos 6 “dientes”, lo que se denomina vulgarmente
“semilla”.

Esta forma de multiplicacién presenta una serie de inconvenientes de indole
fitosanitaria, ya que el cultivo de ajo puede ser afectado por varias enfermedades de
origen fungico, bacteriano y/o viral que se reproducen de forma indefinida mediante
este sistema. Esto implica que los lotes vayan deteriorando su calidad generacién
tras generacién, obligando a pensar en metodologias especiales para revertir esta
situacion.

Semilla Fiscalizada

La semilla juega un rol muy importante en el manejo de tecnologias para optimizar
la produccion. Ella sola explica méas del 70% del rendimiento potencial a alcanzar.

En el ajo, y aun contemplando su caracter agdmico, es aplicable el concepto de Calidad
Total de la Semilla, dada por la sumatoria de las cuatro componentes o atributos que
condicionan su capacidad para dar origen a plantas de alta productividad. Estos
atributos contemplan el aspecto Genético, Fisico, Fisioldgico y Sanitario.

El término calidad es relativo, y se puede expresar como nivel o grado de calidad
solamente cuando es comparado con un estandar determinado. La Legislacion de
Semillas (INASE, Res. 20247/73), y especificamente las Normas de Produccién de
Semilla de Ajo Fiscalizada (INASE, Res. 242/98) establecen los mismos en Argentina.

SegUn esta ultima, se establecen las categorias: BASICA (subcategorias PREINICIAL,
INICIAL y FUNDACION), REGISTRADA (Subcategorias A y B) y CERTIFICADA. La
subcategoria Pre inicial, proviene de CRIADEROS, y es sometida a técnicas de exclusién
de las plagas y enfermedades que lo afectan, en ambiente controlado de laboratorio.

Queda explicito asi que la produccién de Semilla Fiscalizada, esta directamente
relacionado con los Programas de Mejoramiento Genético, ya que los Criaderos son
los responsables de producir nuevas variedades (“semilla original”), que son luego
tomadas por los Laboratorios-Semilleros para su limpieza y multiplicacién.
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Las restantes categorias derivan de la multiplicacion de la primera, y deben cumplir
con los limites propuestos para la misma respecto a caracteristicas genéticas, fisicas,
fisiologicas y sanitarias.

Aspecto sanitario de las normas de produccion de semilla

Una delas principales diferencias entre los sistemas de produccién de semilla botanica
respecto a la de ajo, es que el atributo sanitario adquiere una importancia particular.

Teniendo en cuenta las pérdidas que producen, ya sea en el rendimiento o en la
calidad, y las enfermedades y plagas registradas en el pais, el INASE determin¢ el
listado de patégenos para los cuales se dispusieron tolerancias y la metodologia
para su evaluaciéon (INASE, Res. 255/98), asi como los requisitos de los Laboratorios
Habilitados para tal fin (INASE, Res. 243/98).

En el analisis micoldgico se detectan y cuantifican los hongos Helminthosporium
alli Campanile (Ajo cabeza negra o Carbonilla), Fusarium spp. (responsable de
enfermedades tales como las Manchas de herrumbre del diente y la Podredumbre
del disco basal, entre otras) y Penicillium spp. (Podredumbre verde o Moho azul,
Decaimiento de la semilla).

Por otra parte, y segun lo establece el Art. 6° de la Res. 242/98, la presencia de
Sclerotium cepivorum Berk. (Podredumbre blanca del ajo) y S. rolfsii Sacc.
(Podredumbre) inhabilita al lote para su uso como semilla.

Respecto del analisis virolégico, se evalta la presencia de un Unico virus, el Onion
YEllow Dwarf Virus (OYDV- Potyvirus).

Debido a las caracteristicas de los test sugeridos por esta Norma, el muestreo se
realiza antes de que el cultivo pierda su follaje, ya que se usan tejidos foliares.

Las plagas con tolerancias especificas, son acaros y nematodos. Aceria tulipae Keifer
y Rhizoglyphus spp., del primer grupo, y Ditylenchus dipsaci (Kuhn) Filipjev son las
entidades que cuentan con un protocolo establecido y homologado. Las especies
aqui mencionadas, establecen diferentes relaciones con los tejidos de la semilla.

Algunas permanecen en forma externa a los tejidos de reserva, usando las catafilas
como refugio (4caros), o los invaden de manera superficial o profunda (nematodos
y algunos hongos). Sin embargo otras, como los virus y algunos hongos sistémicos,
se ubican en tejidos especificos, como los haces vasculares o tejidos del parénquima.

Estos establecen un vinculo mucho mas estrecho con la semilla, pueden pasar
inadvertidos a la observacion visual y son mas dificiles de controlar.

L



100 TEMAS SOBRE PRODUCCION DE AJO - EDITOR: BURBA, J.L.

Definicion de “semilla de sanidad controlada”

En esta especie ya se ha mencionado que el atributo sanitario adquiere una
importancia particular. Al respecto, la posibilidad real de exclusiéon de patégenos y
plagas de la unidad seminal, es valida solo para algunos de ellos (plagas, algunos
hongos y bacterias).

Para otros, las dificultades no solo se presentan para eliminarlos, sino también para
comprobar si la metodologia usada ha sido exitosa. Los virus, viroides y fitoplasmas
se encuentran en este grupo, constituyendo asi las enfermedades de mayor
preocupacioén para los programas de limpieza de materiales.

Una limitante de importancia, es la disponibilidad de medios masivos, econémicos
y suficientemente sensibles para detectarlos. Por ello la expresion “semilla libre
de virus” es demasiado ambiciosa, sumado al hecho de que ya se han descrito un
nuamero importante de entidades virales infectando esta especie.

Por esta razén es que, a toda semilla proveniente de un proceso de limpieza sanitaria
en laboratorios especializados, ya sea bajo el Sistema de Certificacién Oficial, o fuera
del mismo, la denominacién adecuada seria “semillas de sanidad controlada” o
“semilla saneada”. En estos casos se asegura la liberacion de las entidades virales
especificas evaluadas.

Ademas del OYDV, existen otros virus infectando al ajo en el pais. Ellos pueden
clasificarse, de manera sencilla, en dos grandes grupos. Los que se transmiten por
afidos y/o en forma mecanica:

e Onion Yellow Dwarf Virus (OYDV)

e . Leek Yellow Stripe Virus (LYSV),

e @Garlic Common Latent Virus (GCLV)
e Shallot Latent Virus (SLV)

e Carnation Latent Virus (CLV)

El otro grupo, los Allexivirus, se transmiten por acaros:

e Garlic Virus A (GarV-A)
e Garlic Virus C (GarV-Q)

Para el primer grupo, existen reactivos comerciales para usar mediante técnicas
serolégicas comunes, como DAS-ELISA. Esta permite evaluar masivamente numerosos
individuos producidos en un esquema de saneamiento, sin embargo, los Allexivirus,
carecen aun de métodos convencionales aplicables a situaciones de produccién
masiva.
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Produccion de “semilla de sanidad controlada”

La biotecnologia ha sido la piedra fundamental para la producciéon de semilla de
ajo de “sanidad controlada”. El cultivo in vitro de tejidos vegetales, es la técnica
gue mayor aporte practico ha brindado, trascendiendo en forma exitosa para la
produccion de propagulos.

Los primeros trabajos relacionados con la obtencion de plantas de ajo libres de virus
mediante su uso, fueron en 1974, y en 1976. Su posterior difusion, hizo que se
integrara a los programas de producciéon masiva de semilla, como una forma sencilla
de mejorar la sanidad, acompanando en muchos casos el mejoramiento genético.

e Seleccion del explanto

Debido al caracter totipotencial de las células vegetales, es posible utilizar cualquier
parte de la planta para iniciar los trabajos de cultivo in vitro. Es asi que pueden
utilizarse meristemas apicales, meristemas del escapo floral, yemas axilares de bulbos
inmaduros, apices radiculares y meristemas apicales y radiculares, entre otros.

Sin embargo, los meristemas apicales localizados en el extremo del primordio del
tallo previo a su desarrollo, son los explantos mas utilizados. El término “meristema”
aqui utilizado tiene un sentido amplio, ya que los tejidos embrionarios (células
meristematicas en sentido estricto), son generalmente acompanados por uno o dos
primordios foliares.

El tamano de los meristemas no es fijo, sino que varia con el estado de dormicion
del bulbillo donante. El mismo posee 0,2-0,3 mm de diametro cuando esta en
dormicién, alcanzando 0,5-0,8 mm cuando alcanza un indice Visual de Dormicién
(IVD) del 80%, aun cuando la unidad funcional extraida es la misma.

La incorporacién de/l primordio/s foliares tiene el objetivo de asegurar la regeneracion
de una planta idéntica a la que le dio origen, evitando en lo posible, la formacién
previa de un callo que aumenta la probabilidad de produccién de variantes genéticas
espontaneas.

En los sistemas de Fiscalizacién de Semilla este es un efecto no deseado, ya que
el objetivo no es la induccidon de variantes, sino la limpieza de los materiales ya
seleccionados, con la reproduccion exacta del germoplasma original.

Por lo tanto, es una resolucién de compromiso seleccionar el tamafo adecuado, ya
que debera ser suficientemente pequeno, para evitar extraer tejidos contaminados

con virus, y al mismo tiempo garantizar la reproduccién exacta del genotipo original.

Se trabaja, entonces, con la ayuda de herramientas que magnifican la vision, como
son las lupas estereoscépicas.
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e Tratamientos previos

Cuando el cultivo in vitro de meristemas no alcanza para minimizar el efecto de los
virus, se desarrollan otras técnicas complementarias. El objetivo de las mismas es
reducir el inéculo (particulas virales), en los tejidos meristematicos, o dar condiciones
que favorezcan la velocidad de crecimiento de la planta, respecto a la multiplicacién
viral para extraer luego esta porcion.

La termoterapia ha sido ampliamente utilizada con resultados diversos. En este caso,
las plantas seleccionadas se someten a periodos de entre 15 y 75 o mas dias, a
temperaturas que oscilan entre los 32 °C a 42 °C. En algunos casos se logran plantas
libres de virus, pero la sobrevivencia inicial es baja. ‘

e Requisitos de asepsia

Las tareas de aislamiento del explanto de los tejidos del érgano donador, se realizan
en condiciones de asepsia. Para esta actividad se usa equipamiento adecuado, para
asegurar el aislamiento absoluto de posibles contaminaciones con microorganismos
saprofitos y re infecciones de patégenos.

Las camaras de flujo laminar debidamente acondicionadas en una sala con
aislamiento, cumplen esta funcién, evitando pérdidas econdmicamente importantes
en esta etapa. El material vegetal, se desinfecta superficialmente, previo a su uso. Los
agentes quimicos mas utilizados son el etanol (70% v/v) y el hipoclorito de sodio (1
a 3%), por ser los mas inocuos para el operario, y sus residuos son faciles de eliminar
de la superficie del material tratado.

A estos se le pueden anadir algunas gotas de un detergente para reducir la tension
superficial y mejorar la penetracion de los desinfectantes. Una vez pasado el tiempo
establecido, se lavan los tejidos con agua destilada esterilizada al menos 3 veces para
evitar que los productos sigan actuando, y terminen afectando los tejidos utiles.

e Medios de cultivo

Existe una gran diversidad de medios propuestos para el cultivo in vitro de tejidos
de ajo. Esto es debido a las respuestas diferenciales de los genotipos utilizados
en los distintos programas. En general, constan de una base de macronutrientes
y micronutrientes propuesta por Murashige y Skoog (MS) o por Gamborg (B5),
enriquecidas con las vitaminas inositol, acido nicotinico, pyridoxina y thiamina, y se
agrega sucrosa como fuente de carbono (2% a 3%).

Las fitohormonas mas utilizadas son el Acido Indol Acético (AIA) y Acido Naftalen
Acético entre las Auxinas, y Citocininas, 6-Bencilaminopurina (BAP) y 2 isopentenil-
adenina (2-iP). Las concentraciones varian entre 0,1 y 3 miligramos en forma
individual, y cambian las relaciones entre ellas segun el objetivo.
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Para los genotipos locales, el uso de medio general enriquecido con 2-iP y ANA (0,5
y 0,1 mg/l respectivamente) producen una regeneracion satisfactoria, superando el
80% (datos propios no publicados).

Es factible inducir la multiplicacién cambiando las cantidades absolutas y relativas de
estas mismas hormonas (3 y 0,3 mg/l), en las soluciones bases arriba descriptas. Las
tasas son variables, ya que hay genotipos que se inducen facilmente, y otros donde
practicamente la multiplicacion es nula.

En la mayoria de los procesos de saneamiento se utilizan medios solidificados. Sin
embargo se lograron buenos resultados en medios liquidos, utilizando biorreactores
con inmersion temporal.

Etapas para la obtencion de “semilla de sanidad controlada”

La produccion de semilla de sanidad controlada, debe partir de la seleccion de
materiales promisorios. Estos programas tienen su asiento principal en instituciones
como el INTAy las Universidades Nacionales, sin embargo se cuenta con productores
que también realizan actividades de seleccion, separando los materiales que mejor
se comportan en su propio ambiente.

Al continuar el trabajo de los mejoradores y establecimientos inscriptos como
Criadero, automaticamente los materiales entran a la categoria Basica, con
homogeneidad genética garantizada por el registro de la variedad en el Catalogo
Nacional de Cultivares, dependiente de la Direccion de Registro de Variedades del
INASE.

En el segundo caso, se obtendra la categoria Certificada Proveniente del Sistema de
saneamiento, y por Unico ano se podra vender como “semilla”.

El proceso de “limpieza” se inicia con la extraccion de los meristemas apicales del
primordio caulinar, que se encuentra protegido por la hoja de reserva y sus catafilas.

Luego de la desinfeccién superficial del bulbillo procesado (se quitan parcialmente
los tejidos de cobertura), bajo una lupa y en condiciones de esterilidad, se extrae el
explanto y se coloca en un tubo con el medio seleccionado para la regeneracion de las
micro plantas (plantas criadas bajo condiciones artificiales dentro de contenedores
aislados del ambiente, y nutricionalmente dependientes del aporte artificial).

Estos contenedores se mantienen en un ambiente con control artificial de temperatura,
luz y humedad. Se impone un fotoperiodo de 16-8 horas de luz-oscuridad, 22 + 2
°C y al menos 85% de Humedad Relativa. Bajo estas condiciones, la mayoria de las
variedades locales diferencian una microplanta de aproximadamente 10 cm al cabo
de 70-90 dias. Sin embargo, existen casos donde este periodo se acorta a 45-60 dias,
o se prolonga hasta 150 dias (datos propios, no publicados).
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Normalmente se cambian de tubo los explantos en crecimiento (subcultivan), con
el objetivo de renovar el medio que va perdiendo sus nutrientes y deshidratando.
Las plantas que se contaminan, ya sea con microorganismos saproéfitos externos, o
infecciones sistémicas de hongos y/o bacterias remanentes del bulbillo original, se
descartan.

Por las caracteristicas del procedimiento, quedan excluidas las plagas como
nematodos y acaros, en forma directa al separar los tejidos del bulbillo para extraer
el meristema.

Estas plantas se multiplican mediante micro propagacién, o clonacién en medio
aséptico (Figura 1), constituyendo una “familia” genotipica y sanitariamente
idéntica. Este conjunto proveniente de un Unico meristema, habitualmente recibe
la denominacion de mericldn. Al igual que en la regeneracion, el tiempo entre
multiplicaciones guarda una relacién estrecha con el genotipo, con tiempos minimos
de 35-40 dias.

Figura 1 - Micropropagacion in vitro

En esta etapa cada mericlén se somete a un primer analisis viral. Los que resultan
positivos (enfermos para el/los virus evaluados), se eliminan descartando todas las
plantas del mericlon; se mantienen en el sistema los de reacciéon negativa.

Es necesario recordar que, como se ha explicado anteriormente, en los programas
masivos de produccion de semilla, practicamente la Unica técnica que se adapta para
analizar un nimero importante de introducciones, es la inmunoenzimatica ELISA.

Si bien es una técnica sensible, la escasa concentracion de particulas que puede tener
una micro plantas, puede reaccionar como un falso negativo. En la actualidad, hay
un sinnumero de metodologias de deteccion disponibles en Argentina pero debido a
sus costos, quedan fuera del alcance de los programas de semillas, sin embargo, su
aporte es de suma importancia para los trabajos de investigacion y mejoramiento.
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Las plantas deben prepararse para su transplante a tierra. Es la etapa mas delicada,
y suele llevar a fracasos reiterados. Cada unidad debera contar con una raiz mas
o menos desarrollada, para sostener a la misma e iniciar el proceso autotrofico
absorbiendo agua y nutrientes del suelo.

En la Gltima multiplicacién, algunos técnicos agregan o cambian las dosis de las
fitohormonas para inducir la formacion de raices, si las mismas son escasas. Una
alternativa con excelente resultados, consiste en transplantar las microplantas en
bandejas con sustrato estéril, y mantenerlas en la misma cdmara de cria hasta lograr
la rusticidad suficiente para llevarlas al suelo o a maceta.

Otros esquemas de produccion, contemplan la formacion de microbulbillos
(induccién de la bulbificacién in vitro), para lograr un 6rgano con mas reservas que
facilita el manejo durante el transplante.

Se debe poner a punto esta tecnologia ya que los bulbillos asi formados, son
fisioldgicamente heterogéneos, y pueden generar brotaciones muy desparejas.

Una vez llevadas a campo, ya sea las micro plantas o los micro bulbillos, se
deben respetar las necesidades ambientales de la variedad y tomar los recaudos
correspondientes para aislar el cultivo de los vectores responsables de la re infeccién
de virus.

Se utilizan jaulas con techo trasparente (vidrio o plastico), y paredes de malla
antiafidos, fertirrigacién y tratamientos fitosanitarios automaticos, sin embargo los
macrotineles de malla antiadfido cumplen la misma funcién de aislamento, y tienen
un precio marcadamente inferior.

Al entrar nuevamente en contacto con la tierra, hay que magnificar los cuidados
pre y post plantacién para evitar el ingreso de plagas y enfermedades que afectaran
el valor del bulbo. Los mericlones mantienen su individualidad, y antes que las
hojas comiencen a amarillar, se toman muestras para realizar un nuevo analisis. Se
mantiene el mismo criterio arriba descrito en el caso de plantas positivas para el/los
analisis.

A partir de esta etapa se observa ademas la presencia de variantes genéticas, plantas
fuera de tipo, u otras manifestaciones morfo-fisiolégicas que no respondan al
germoplasma inicial.

El proceso de transplante, y posterior cosecha y acondicionamientos son
exclusivamente artesanales, ya que aqui se recogen y mantienen todos los bulbos
formados, aldn los mas pequenos o los “ajos machos”.
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Con un ciclo mas a campo, se estabilizan totalmente los materiales salidos del
cultivo in vitro, comenzando a mostrar su potencial. Esta categoria, INICIAL, es la
primera que se multiplicard a campo fuera de las condiciones controladas. Mientras
mayores sean los cuidados, y mas aislados se mantengan los materiales, aumentara
la probabilidad de mantener las categorias. En la Figura 2 se muestra un esquema
del proceso de obtencién de semilla saneada.
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Figura 2 - Esquema de Produccion de Semilla de Ajo de Sanidad Controlada

Renovacion de la semilla

En un esquema estabilizado, el semillero debera ir incorporando entre el 20% y 25%
del material Inicial para mantener la calidad comercial. Numerosos trabajos indican
que la re infeccion es muy rapida, llegando en algunos casos al 100% en el primer ano.

Esto se debe principalmente a la presencia de numerosas especies de pulgones
capaces de funcionar como vectores, a los que actualmente se suman los acaros.
Este porcentaje esta directamente relacionado con la distancia a la fuente de in6culo
(cultivos infectado principalmente).

Si bien es muy dificil observar pulgones en el ajo, los virus que estos transmiten, lo
hacen de manera no persistente; las picadas de prueba son suficientes para que la
transmision sea exitosa. Ademas estan altamente capacitados para movilizarse con
la ayuda de las corrientes del aire. Es correcto evaluar entonces, no solo las distancias
sino la direccion de los vientos predominantes, al momento de tomar la decisién
sobre la ubicacién del lote de semilla.
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En la re infeccién intervienen virus que afectan no solo al ajo, sino también a la
cebolla, al puerro y al chalote. Se debera excluir del area semillera, ademas de lotes
comerciales de ajo, estas especies.

Las infecciones van produciendo la reduccion continua del didmetro y peso de los
bulbos, con la consiguiente caida en el rendimiento y la calidad. No fue sino hasta
que se lograron semillas saneadas, que se pudieron cuantificar las pérdidas.

Los valores difieren significativamente entre autores, y se registran algunos que
superan el 200%, sin embargo, es factible que asi suceda porque se trata de diferentes
variedades, con distintos potenciales de rendimiento, diferentes tamanos de bulbos
y nimero de bulbillos, sumados a los restantes problemas sanitarios que acumulan
los ajos crénicamente infectados de cualquier lugar del mundo.

Resumiendo, es necesario remarcar que Argentina cuenta con un Sistema de
Fiscalizacién de Semilla regulado por Normas especificas. '

Estas contemplan no solo el aspecto genético, sino también el sanitario, existiendo
por lo tanto, un marco legal que avala la actividad de los semilleros y laboratorios
especializados en la produccion de “ajos de sanidad controlada” o “saneados”
(Figura 3).

Cualquier productor que quiera optimizar la produccién, deberd manejar las
tecnologias de produccién, dentro de las cuales la “semilla”, juega un rol fundamental.

Figura 3 - Aspecto general de plantas de ajo saneadas
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