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RESUMEN

El rendimiento y calidad del ajo (Allium sativum) disminuyen por efecto del ataque de
enfermedades como la pudricién blanca causada por el hongo Sclerotium cepivorum
que puede destruir el 100% del cultivo. La alta persistencia de este hongo en el suelo
(hasta 40 anos) limita su uso en este cultivo. Aunque existen procedimientos de
control como la aplicacién de fungicidas y practicas de cultivo (aceites sintéticos de
Allium, rotacién de cultivos, inundacién del suelo, aplicacion de compostas y
vermicomposta), su impacto tiene limitaciones. Existen variedades tolerantes (‘Perla’)
y otras susceptibles como ‘Taiwan’ y ‘Coreano’; no obstante, no se conocen cuales
son los factores que inducen tolerancia o susceptibilidad en estas variedades. La
presencia de fenoles en los tejidos tiene un efecto fungicida por ello se esperaria que
un tejido con mayor contenido de fenoles fuera mas tolerante al ataque de
enfermedades. Se ha observado que el almacenamiento de “dientes semilla” a 5 °C
por 5-6 semanas induce la sintesis de compuestos fendlicos en los bulbos. El objetivo
del presente trabajo fue estudiar si el almacenamiento refrigerado induce una mayor
0 menor tolerancia al ataque de la pudricion blanca en ajo Perla y Coreano. Grupos
de dientes de ajo de estas variedades se almacenaron a temperatura ambiente (TA)
y 5°C por cinco semanas para posteriormente ser sembrados en Cosio y Rincén de
Romos Aguascalientes. Durante el desarrollo, se tomaron muestras de plantas para
determinar su contenido de fenoles, antocianinas, giberelinas asi como para
enfrentar el tejido al ataque del patégeno Sclerotium cepivorum. Después de 94, 122
y 149 DDS, el contenido de fenoles en bulbos y raices de plantas 5°C fue mayor
(0.39,0.14 y 0.11 mg EAG/g m.s para cada fecha de muestreo y 0.40, 0.44 y 0.52 mg
EAG/g m.s) en comparacion con los contenidos de bulbos y raices de plantas TA,
(0.19,0.11 y 0.07 mg EAG/g m.sy 0.31, 0.37 y 0.46 mg EAG/g m.s). Las pruebas de
inhibicion de crecimiento del hongo indicaron un menor crecimiento micelial en P
(Perla) (18.8, 20.3 y 18.2 mm) seguido de 5°C (32.2, 30.6, 28.2mm) y por ultimo TA
(40.3, 38.0, 37.1mm) a los 94, 122 y 149 DDS respectivamente. Estos datos sugieren
que un mayor contenido de fenoles en 5°C puede influir la inhibicion del hongo
Sclerotium cepivorum. El perfil de fenoles de la raiz sugiere que los picos con tiempos
de retencién de 19.7, 23.3 y 24.2 min pueden tener un papel en la tolerancia al ataque
de la pudricion blanca. El contenido de antocianinas en los bulbos de 5°C (2.49, 0.69,
0.50 y 0.48 mg C3G/g m.s) fue mayor que los de TA (1.67, 0.51, 0.31 y 0.34 mg
C3G/g m.s) alos 94, 122, 149 DDS y curados respectivamente, esto concuerda con
la tonalidad mas violeta de los ajos almacenados a 5°C.La fraccion F3 con actividad
de giberelinas fue mayor en las muestras 5C (27.31, 21.55, 10.73 y 4.37), respecto
de las muestras TA (25.42, 19.02, 7.56, 3.23 mg eq. GAs/ 100g m.s) al parecer esta
fraccidn tiene alta relacion con el adelanto de la cosecha.

Palabras clave: Allium sativum, Sclerotium cepivorum, compuestos fendlicos.



SUMMARY

Garlic (Allium sativum) yield and quality are affected by the effect of diseases like
withe rot caused by fungus Sclerotium cepivorum that can destroy 100% of the crop.
The high of this fungus in soil (over 40 years) ties the use of these soil for this crop.
Although there are methods for control, like fungicide application and other practices
(Allium synthetic oils, crop rotation, flooding the field, composting and vermin-
composting application, antagonists soil incorporation, and solarization), its impact
has limitations. Genetically, there are some varieties that are more resistant, Perla,
than others, Taiwan and Coreano, nevertheless the factors that cause this tolerance
or susceptibility are unknown. It is known that phenol content in the plant tissue has
a fungicide effect, by that it would be expected that a tissue with more phenol content
could be more tolerant to the disease onset. It also has been observed that garlic
cloves stored in low temperatures for 5 to 6 weeks involves a major phenol compound
synthesis in garlic bulbs. The objective for this work of the present investigation was
to study if low temperature storage causes a high or a low tolerance to white rot
development in Perla and Coreano, garlic. Garlic clove groups of these varieties were
storage to room temperature (TA) and 5C for five weeks to be later on planted is
Cosio and Rincon de Romos, Aguascalientes. During the development, samples were
taken from plants to determine phenol, anthocyanin and gibberellin content as well as
deal with the pathogen attack Sclerotium cepivorum in garlic tissue. After 94, 122 and
149 day after sowing (DDS) phenol content in bulbs and roots from plants 5°C it was
more (0.39, 0.14 and 0.11 mg EAG/g m.s for each date sampling and 0.40, 0.44 and
0.52 mg EAG/g m.s) in comparison with the bulbs and roots contents from plants TA
(0.19,0.11 and 0.07 mg EAG/g m.s and 0.31, 0.37 and 0.46 mg EAG/g m.s). Inhibition
fungal growth trials shown that a minor micelial growth in P (Perla) (18.8, 20.3 and
18.2 mm) follow by 5°C (32.2, 30.6, 28.2mm) and at last TA (40.3, 38.0, 37.1mm) to
94,122 and 149 DDS respectively. These data suggest that a higher phenol content
in 5°C can affect the fungal inhibition Sclerotium cepivorum. Root phenol profile
suggest that the peaks with the retention time of 19.7, 23.3 and 24.2 min can have a
role in tolerance to white rot attack. Anthocyanin content in 5°C bulbs (2.49, 0.69,
0.50 and 0.48 mg C3G/g m.s) were higher than TA bulbs (1.67, 0.51, 0.31 and 0.34
mg C3G/g m.s) to 94, 122 and 149 DDS and cured respectively, this tally with violet
tonality in garlic storage at 5°C. Gibberellin activity F3 fraction it was higher in 5°C
samples (27.31, 21.55, 10.73 and 4.37), respect to TA samples (25.42, 19.02, 7.56,
3.23 mg eq. GAs/ 100g m.s) it seems that this fraction has a high relationship with the
harvest advancement.
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I. INTRODUCCION

El ajo (Allium sativum L.) es una monocotiledonea de la familia Alliaceae,
que se cultiva en México y otros paises. Después de la cebolla, el ajo es el segundo
producto mas importante debido a sus propiedades medicinales y alimenticias. Es
considerada una de las 20 principales hortalizas a nivel mundial y en México los
principales productores de este cultivo son Zacatecas, Guanajuato, Baja California,
Aguascalientes, Sonora, Puebla, y Oaxaca (Reveles-Hernandez et al., 2009; SIAP,
2011; Zewdea et al., 2007).

Sus propiedades culinarias y medicinales dependen de sus compuestos
bioactivos, especialmente los compuestos organosulfurados, que son responsables
del sabor y aroma del ajo. Ademas de estos compuestos, el ajo también se
caracteriza por su contenido de compuestos fendlicos, que tienen propiedades
farmacoldgicas interesantes y estan presentes en cantidades relativamente altas. El
ajo se ubica en el segundo lugar de contenido de fenoles totales dentro 23 hortalizas
de consumo habitual. Por otra parte, algunos productos de ajo como el extracto de
ajo envejecido (AGE) o ajo negro se ha encontrado que contienen un mayor nivel de
polifenoles en comparacion con el ajo fresco. Se han determinado concentraciones
relativamente altas de flavonoides como la miricetina, quercetina y apigenina. Asi
mismo, se cuantificaron acidos fendlicos indicando que la suma de los acidos
hidroxicinamicos (caféico, p-cumarico, ferulico, y acidos sinapico) era dos veces
mayor en ajo que en cebolla. Los factores genéticos, agrondmicos y ambientales
tienen un papel importante en el contenido y composicién de fenoles de los cultivos
(Beato et al., 2011).

Una de las enfermedades mas importantes que afecta la produccion de ajo
es la conocida pudricién blanca causada por el hongo Sclerotium cepivorum, se

presenta en la mayoria de las zonas productoras de ajo en el pais, causando desde



bajo rendimiento hasta la pérdida total de la produccion, lo que constituye el problema
fito sanitario mas importante de este cultivo. En México se han implementado algunas
estrategias para controlar la enfermedad; sin embargo, no se ha logrado un control
efectivo, debido a la viabilidad de este fitopatdgeno en el suelo (40 afios) y a la gran
cantidad de esclerocios presentes en los suelos de las regiones productoras
(Delgadillo et al.,, 2002; Jiménez et al., 2012; Reveles-Hernandez et al., 2009;
Sanchez, 2002). Siendo esta una razén, por la cual su control es dificil y por ello

reviste una fuerte importancia econémica (Jiménez et al., 2012).

Se han recomendado diferentes métodos para su prevencion y control, entre
ellas se tiene el uso de fungicidas como el Tebuconazol (Delgadillo et al., 2002), la
solarizacién (Ulacio et al., 2006), incorporacion de materia organica al suelo (Ulacio
et al., 2003), la aplicacion de organismos antagonistas como Trichoderma (Ulacio et
al., 2003), la rotacién de cultivos utilizando cruciferas, como el brécoli o la aplicacion
de calcio; las dos ultimas practicas en condiciones experimentales. No obstante, se
ha demostrado que una sola alternativa de control no es suficiente para manejar al

hongo y por ende, a la enfermedad que produce (Rojas et al., 2010).

Dado que el ajo es una planta que se propaga vegetativamente no existe la
suficiente variabilidad genética que permita la seleccidn de genotipos resistentes a
la pudricién blanca (Rabinowitch y Brewster, 1990). Se han hecho intentos para
obtener materiales de ajo resistentes a dicha enfermedad mediante irradiacion; sin
embargo, no se ha tenido éxito (Pérez-Moreno et al., 1995). Aunque si se ha
observado en campo que algunas variedades como el Perla manifiestan una menor

incidencia de esta enfermedad.

Dentro de las variedades sensibles, no se han detectado genotipos de ajo
que muestren resistencia natural a esta enfermedad. Es por ello que se ha planteado
obtener materiales modificados genéticamente a través de la ingenieria genética,
como una alternativa viable para el mejoramiento genético de ajo y la obtencion de

semilla resistente a la enfermedad.



Las plantas pueden presentar mecanismos de defensa frente a patégenos
como barreras estructurales o fisicas (presencia de pelos, cera cuticular, grosor de
la cuticula etc.), asi como la sintesis de sustancias como respuesta a la presencia
del patégeno tales como compuestos fendlicos, saponinas y lectinas (Cruz-Borruel
et al., 2006). Dentro de la sintesis de compuestos fendlicos, la reacciéon controlada
por la fenilalanina amonio-liasa (PAL) muestra mayor actividad en los tejidos
enfermos o en genotipos resistentes; y constituye el paso inicial para sintesis de una
amplia variedad de compuestos fendlicos, como las fitoalexinas y la lignina. La
sintesis de estas substancias se relaciona con el nivel de resistencia genética de
diferentes plantas como la resistencia de la papa al oomiceto (Phytophthora infestans
Mont. de Bary) (Lozoya-Saldafia et al., 2007).

En el laboratorio de Fisiologia y Bioquimica Poscosecha de Frutas y Hortalizas
de la UAQ, se ha encontrado que el almacenamiento refrigerado de los dientes
“semilla” de ajo ‘Coreano’, ademas de adelantar su ciclo de cultivo provoca un
incremento en los contenidos de fenoles y antocianinas. Pero no se ha evaluado si
este efecto tiene una respuesta hacia el desarrollo de la pudricion blanca en esta
variedad. A nivel de campo se ha observado que la variedad ‘Perla’ tiene mas
tolerancia al ataque de este patdgeno pero no se ha investigado si existe una relacion

directa entre esta tolerancia y el contenido de compuestos fendlicos en esta variedad.

Por lo anteriormente indicado, en este trabajo se planted estudiar si la
tolerancia o susceptibilidad al Sclerotium cepivorum de ajos Perla y Coreano se ve
modificada por efecto del almacenamiento de la semilla a bajas temperaturas y si
esta tolerancia o susceptibilidad se correlaciona con el contenido de compuestos
fendlicos en ambas variedades o si es la longitud del ciclo de cultivo la que determina

que una variedad tenga mayor o menor susceptibilidad a la enfermedad.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades del ajo.

El ajo pertenece a la familia botanica de las Alliaceae (Allium sativum).
Después de la cebolla, el ajo es el segundo producto mas importante por su uso en
la alimentacion. Su principal uso es como saborizante o condimento en la cocina para
preparar diversos platillos alrededor del mundo, su principal consumo es en fresco al
utilizar los dientes o bulbillos, no obstante también se usa deshidratado o procesado

(Reveles-Hernandez et al., 2009).

Esta especie ha sido considerada valiosa por su capacidad curativa y entre
sus aportaciones a la salud se encuentran sus poder bactericida y anti coagulante,
con capacidad para reducir los niveles de colesterol. Ademas posee efectos
benéficos sobre padecimientos como el asma, diabetes y cancer; se sabe también
que estimula la motilidad gastrica. Ayuda a combatir el estrés, aumenta las defensas
del organismo y es excelente fuente de vitamina B1 (Reveles-Hernandez et al.,
2009).

2.1.1 Taxonomia y distribucion.

Al ajo, se le relacionan los siguientes acontecimientos de acuerdo a su
clasificacién taxonémica de las angiospermas realizada por Melchior en 1964; citado
por Brewster, 2002. Ese autor lo ubicé dentro el género Allium y en la familia
Liliaceae; clasificaciones realizadas posteriormente, ubicaron al ajo en la familia
Amarillidaceae, con base en la estructura de su inflorescencia y en la clasificacién de
las monocotiledoneas se ha aceptado incluirla dentro de la familia Alliaceaea. Por
ello Takhtajan en 1997; citado por Rabinowitch y Currah, (2002) propone la siguiente

clasificacion taxonémica (Cuadro 1):



Cuadro 1. Clasificacion taxonémica del ajo.

Clase Liliopsida
Subclase Liliidae
Superorden Lilianae
Orden Amaryllidales
Familia Alliaceae
Subfamilia Allioideae
Tribu Allieae
Género Allium
Especie Allium sativum

Es importante conocer a las especies miembros de la familia, ya que para
fines organicos practicos, son ellos los posibles huéspedes de los mismos
organismos daninos como plagas o enfermedades y por lo tanto dignos de tomar en
cuenta en actividades de manejo integrado de estos organismos (Reveles-
Hernandez et al., 2009).

Las especies de ajo se encuentran ampliamente distribuidas en zonas templadas y
boreales del hemisferio norte, no obstante cuando se encuentra en zonas tropicales,
su desarrollo se confina a las regiones montafiosas. Es por ello que la region que
presenta la mayor diversidad de especies del genero Allium comprende desde el
Mediterraneo hasta Asia Central y Pakistan, siendo Norteamérica un segundo centro
de diversidad de este género (Figura 1) (Rabinowich y Currah, 2002).



Figura 1. Distribucion mundial de especies del género Allium. Los niumeros en el mapa indica
el numero de especies encontradas en cada region (Rabinowich y Currah, 2002).

2.1.2. Caracteristicas morfolégicas de la planta de ajo.

Purseglove (1985) describe la estructura de la planta de ajo como se
muestra en la Figura 2. Es una planta herbacea erecta que llega a medir desde 30
hasta cerca de 60 centimetros de altura, y sus bulbos son odoriferos. Dentro de las

caracteristicas morfoldégicas mas importantes se encuentran:

e Hojas

Hojas escamosas secas y delgadas que constituyen la base de las hojas
fotosintéticamente funcionales (hojas aéreas), las hojas funcionales son aplanadas,
sélidas, con 2.5 cm 0 menos de ancho, plegadas en forma longitudinal. De acuerdo
a Takagi, (1990) éstas varian en numero, pero generalmente no son menos de 10, y

se encargan de llevar a cabo la fotosintesis de la planta.



e Tallo o disco basal

El verdadero tallo mide cerca de 30 milimetros de diametro y 5 milimetros
de altura y tiene forma de plato, del cual nacen las hojas y raices, las hojas miden de
uno a tres centimetros de ancho y de 20 a 50 centimetros de largo, estan formadas
por una vaina y un limbo aplanado, estrecho, largo, y fistuloso, con una nervadura

central bien desarrollada y con terminacién en punta.

e Pseudo tallo

El falso tallo es corto y erecto y esta constituido por las vainas de las hojas.
En la base de las vainas de las hojas no se acumulan sustancias nutritivas y al morir
se convierten en tunicas protectoras (llamadas catéfilas) del bulbo (Reveles-
Hernandez et al., 2009).

e Bulbos y bulbillos

El bulbo esta compuesto de varios bulbillos o diente, unidos en su base al
tallo discoidal formando todo un conjunto al que se conoce como “cabeza de ajos”.
El numero de dientes puede variar desde seis hasta 20, aunque se pueden encontrar
bulbos con 40 o mas dientes, de poco valor comercial como es el caso de materiales

criollos de los estados de San Luis Potosi o Nuevo Ledn.

Los bulbillos se encuentran unidos en la base y se forman en las axilas de
las hojas por lo que se les considera hojas transformadas que sirven para almacenar
reservas de la planta; los bulbillos estan envueltos de manera individual por tunicas
interiores, mientras que el bulbo completo esta envuelto por tunicas exteriores
membranosas de diferentes coloraciones que van del blanco al rojizo o purpura

(Kamenetsky y Rabinowich, 2006; Reveles-Hernandez et al., 2009).

Cuando los bulbos estan intactos su olor es muy poco marcado pero al
cortarlos desarrollan un olor intenso y caracteristico (Purseglove, 1985). El bulbo en

su conjunto, esta formado de un tallo discoidal que constituye la base del bulbo, los



tallos secundarios brotan de las axilas de las hojas, las cuales son radiales, largas,

alternas, comprimidas y sin nervaduras aparentes.

e Raices

De la parte inferior del bulbo y en particular del disco basal nacen las raices,
que se introducen en la tierra para alimentar y anclar la planta al suelo. Sus raices
son adventicias que se localizan a una profundidad de 5 y 45 centimetros, aunque
llegan a medir hasta 70 y 80 centimetros de longitud. Este 6rgano es importante en
los procesos de infeccidn por hongos ya que es la primera via de entrada del

patdgeno (Velasquez-Valle et al., 2011).

e Otras caracteristicas

La planta de ajo puede producir un tallo o escapo floral (lo cual depende de
la variedad y de las condiciones climaticas en el ciclo de cultivo) en cuya parte
superior aparece la inflorescencia en forma de umbela esferoidal cubierta por una
bractea grande, membranosa y caduca. La umbela esta constituida por flores
pequefias con seis sépalos y pétalos de color rosado o blanco asi como seis
estambres y un pistilo que al madurar dan origen a un fruto con tres cavidades, cada

uno con dos semillas, que rara vez se reproducen (Reveles-Hernandez et al., 2009).



<+—— Hojas funcionales
+«— pseudotallo

<4— Dienie o bulhillo

<— Raices adventicias

Bulbo >
cosechado

Figura 2. Estructura de una planta de ajo (Purseglove, 1985).

2.1.3. Estructura y composicion quimica del bulbo.

Los bulbos estan envueltos por tunicas membranosas o tépalos libres.
Pueden estar conformados por una unidad larga o por pequefias unidades, formando
agrupaciones (clusters) que van desde tamafios de 2-3 mm hasta 8-10 cm de

diametro.

El bulbo desarrollado presenta un tallo comprimido en forma de disco, plato
0 menisco (denominado disco basal), donde se apoyan las hojas, muchas de las
cuales estan fuertemente modificadas. En algunos ecotipos el tallo se prolonga en
forma de escapo y puede o no emerger de entre el falso tallo (pseudo tallo)
compuesto por la porcidn superior de las vainas de las hojas. Dicho escapo puede
rematar en una inflorescencia en forma de umbela que tiene flores (por lo general
estériles), las que pueden ser reemplazadas por bulbillos aéreos. Solo algunos

ecotipos son capaces de dar semillas verdaderas (Burba, 2003).



El falso tallo y las hojas con sus laminas planas y cerosas son responsables
de la arquitectura de la planta. Apoyadas sobre el disco se encuentran las hojas
estériles o no dentadas (aquellas que envuelven al bulbo y no poseen “dientes” en
sus axilas), y hojas fértiles o dentadas (que poseen dientes en sus axilas). (Burba,
2003).

Las hojas envolventes del bulbo son generalmente blancas cuando ya se
encuentran secas o poseen vetas con tintes violaceos. Tanto estos pigmentos como
los de los bulbillos son responsables de la denominacién comercial de los ajos
(Burba, 2003).

El bulbo es un 6rgano de reserva, dado que la planta no produce semilla, se
propaga de manera vegetativa (reproduccion agamica) a través de la siembra de los
bulbillos o dientes (Lépez-Hernandez, 2010). En las axilas de cada tunica se
desarrollan de dos a cinco yemas colaterales que forman bulbillos, cada uno con una

sola tunica carnosa alrededor de la yema terminal (Gonzalez y Arbo, 2006).

En el Cuadro 2 se muestra la composicién quimica general del bulbo de ajo;
el componente principal es el agua (56-68%), seguido por los carbohidratos (26-
30%). Los componentes con propiedades nutracéuticas, son los compuestos
sulfurados (11-35 mg/100g de ajo fresco). Otros componentes son las vitaminas
(acido ascorbico, 30mg/100g peso fresco; vitamina E, 9.4 yg/g) y minerales como el
Selenio (0.014 mg/100g) (Lawson, 1993).

Desde 1844 hasta la fecha se han descrito mas de 200 diferentes
compuestos, algunos de ellos con efectos bioldgicos benéficos para el hombre. La
composicién del bulbo de ajo, es muy variable y depende de muchos factores como:
el cultivar o variedad, practicas agrondmicas, clima, fertilidad del suelo y las
condiciones de almacenamiento poscosecha que determinan la calidad e intensidad

del sabor asi como su valor nutracéutico (Fenwick y Hanley, 1990).
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Cuadro 2. Composicion quimica del ajo por 100g de peso fresco.

Nutriente Cantidad Unidad

Agua 62.5 %
Proteina 4.0 g
Grasa 0.2 g
Hidratos de 20.0
carbono
Celulosa 1.2
Ceniza 1.1
Calcio 37.0 mg
Fosforo 118 mg
Hierro 0.9 mg
Tiamina 0.19 mg
Rivoflavina 0.07 mg
Niacina 0.04 mg
Acido ascérbico 13.0 mg

(Teran-Quiroga, 1976)

Los compuestos fendlicos presentes en el ajo tienen diferentes actividades

biolégicas de gran beneficio para el consumidor como su actividad antioxidante,

antiinflamatoria, antiviral, antimicrobiana y antifungica (Garcia y Sanchez, 2000; Ferri

et al., 2003). Los compuestos fendlicos y azufrados del ajo actuan sinérgicamente

bloqueando la actividad de las especies reactivas de oxigeno sobre las proteinas,

lipidos y ADN, brindandole al ajo propiedades antioxidantes (Espinosa-Casares et

al., 2010). En el cuadro 3 se observan algunos compuestos de ajo benéficos para la

salud humana.
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Cuadro 3. Compuestos del ajo con efectos benéficos a la salud humana.

Compuestos Actividad bioldgica

Compuestos
fendlicos Antioxidante, antiinflamatorios, antivirales y antimicrobianas
(Allixina)

Vasodilatador, hipotensor, miorelajante y estimulante de la sintesis

Adenosina de hormonas esteroideas

. Cardioprotectores, antioxidante y estimulante del sistema
Polisacaridos . o
inmunolégico

(Fructanos)
Quercetina Efectos benéficos contra el asma y algunas alergias
Saponinas Hipotensora y antibacteriana

(Garcia y Sanchez, 2000; Ferri et al., 2003).

2.1.4. Compuestos fendlicos.

La presencia de fenoles en plantas, se relaciona con la resistencia del
vegetal a una diversidad de microorganismos. Estas sustancias pueden actuar como
fito alexinas que funcionan como protectoras de plantas. Hoy en dia se acepta que
las fito alexinas son compuestos toxicos de bajo peso molecular, que no se
encuentran en los tejidos sanos, sino que se forman cuando el tejido sufre algun
dafio, y se acumulan en los lugares préximos a la infeccién, contribuyendo a la
limitacion del desarrollo del patégeno. Todas las fito alexinas (Figura 3) son producto
del metabolismo secundario, y la inmensa mayoria son compuestos fendlicos (Duran
et al., 1993).
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Figura 3. Estructura quimica de Allixina (fitoalexina encontrada en ajo).

El ajo y la cebolla sintetizan fenoles a través de las rutas del acido siquimico
y del acido mevaldnico (Figura 4), por lo tanto, son fuente importante de compuestos
fendlicos que incluyen una amplia gama de flavonoides y acidos fendlicos. Aunque
sus contenidos varian considerablemente en funcién de las variedades. En cebolla
los fenoles totales varian de 200 a 2950 mg kg-! peso fresco, mientras que en ajo se

ha informado de contenidos de 1450 mg kg™' de peso fresco (Benkeblia, 2007).

Eritrosa-4 Acido fosfoenolpiravico
fosfato (de la glictlisis)

(de la ruta de las

pentosas fosfato)

Ruta del acido
siquimico

|

Fenilalanina

aio Acido cindmico
galico

|

Taninos hidrolizables

Flavonoides

Taninos condensados

Figura 4. Ruta de sintesis de compuestos fendlicos (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009).
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Los compuestos fendlicos (Cuadro 4) estan constituidos por grandes vy
complejas moléculas naturales producidas por el metabolismo intermedio y
secundario. Constituyen una amplia categoria de compuestos que incluye; los
flavonoides, acidos fendlicos (acido elagico, acido tanico y vainillina) y derivados de

acidos hidroxicinamicos (cafeico, clorogénico y ferulico, curcumina, cumarinas).

Los lignanos también constituyen otra clase de compuestos fenodlicos. Se
encuentra en casi todas las frutas, verduras y granos (Benkeblia, 2007).

En cebolla, ajo y otros Alliums comestibles, éstos compuestos son variables
y pertenecen a diversas clases, pero los compuestos principales se componen de
antocianinas y flavonoides, en particular quercetinas. Estos compuestos han
demostrado poseer muchas actividades biolégicas, como la actividad antibacteriana

y antioxidante, asi como un papel en la resistencia de la planta (Benkeblia, 2007).

Cuadro 4. Compuestos fendlicos encontrados en diferentes especies de Allium.

Compuestos

Acidos fendlicos
-Acidos hidroxibenzoéico
-Acido protocatéquico
-Acido floroglucinol

-Pirocatecol

Flavoniodes
-Quercetina
-Quercetina-glicésidos
-Isorhamnetina glicésidos

-Kampferol grlicésidos

Antocianinas
-Cianidian glicésidos
-Peonidin glicésidos

-Pelargonidin glisésidos

(Benkeblia, 2007)
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2.1.4.1. Acidos fendlicos.

Los acidos fendlicos en cebolla (Allium cepa) contiene casi exclusivamente
acido protocatéquico junto a pequefias cantidades de p- hidroxybenzoico y acido
vainillinico. En las capas secas exteriores de color, acido protocatéquico alcanza
concentraciones de hasta 2% de material vegetal, mientras que el tejidos carnosos
internos muestran concentraciones mas bajas (20 mg / kg). Por el contrario los bulbos
y las hojas verdes, contienen casi exclusivamente compuestos de acido ferulico y p-
cumarico, mientras que el ajo muestra un patrén de acidos fendlicos diferente en

pieles y tejidos internos (Cuadro 5) (Benkeblia, 2007).

Cuadro 5. Comparacion relativa de diferentes acidos fendélicos encontrados en ajo y cebolla
(mg/kg de peso fresco).

Compuesto Ajo (Allium sativum) Cebolla( Allium cepa)
p-cumarico ++ +
Caféico ++ +
Ferulico ++ ++
Sinapinico ++ +
p-hidroxibenzdico ++ +++
Floroglucinol - +
Protocateico - F++
Galico - -
Vanillinico - 4+

(-): No encontrado, (+): <0.5mg/kg, (++): 1-20mg/kg, (+++): >20mg/kg, esta informacion se
obtuvo de diferentes cultivares (Benkeblia, 2007).

2.1.4.2. Flavonoides.

El esqueleto carbonado de los flavonoides contiene 15 carbonos ordenados
en dos anillos aromaticos unidos por un puente de tres carbonos (C6C3C6). Se
clasifican en funcion del grado de oxidacién del puente de tres carbonos, siendo los
principales flavonoides las antocianinas (pigmentos), flavonas, flavonoles e
isoflavonas. Entre las funciones a los que estos compuestos se les asocia estan la

defensa y la pigmentacién (Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009).
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En la ruta de biosintesis de flavonoides, la primera etapa consiste en la
condensacion de 3 moléculas de malonil-CoA con una molécula de p-cumaril-CoA.
Esta reaccion esta catalizada por la enzima chalcon sintasa (EC-2.3.1.74) y da lugar
a naringerin chalcona, precursor de los flavonoles y antocianinas. La misma
condensacion catalizada por la enzima estilbeno sintasa conduce a la formacién
estilbenos implicados en mecanismos de defensa de plantas frente a patégenos

(Avalos-Garcia y Pérez-Urria, 2009).

Los flavonoides son compuestos que han sido propuestos con efectos
benéficos para la salud, los cuales pueden ser medidos por su actividad antioxidante
en los alimentos (Slimenstad et al., 2008). Una de las mayores fuentes de flavonoides
en la dieta de la sociedad europea esta en el género Allium (Diez et al., 2010). El ajo
contiene altas concentraciones de flavonoides, especialmente el flavonol quercetina
asociado a diferentes moléculas de azucar (Miean y Mohamed, 2001). Se ha
demostrado que la presencia del grupo glicosido a la aglicona de la quercetina en

Allium da mayor actividad antioxidante que la aglicona libre.

Horbowicz y Kotlinska (2004) determinaron niveles entre 147 y 828 mg.kg-1de
masa fresca de quercetina y trazas de 173 mg.kg-1 de masa fresca de kempferol en
bulbos de Allium (A. ampeloprasum, A. caesium y A. ledebourianum).

Por su parte, Kim et al. (2003) aislaron 4 compuestos flavonoides a partir de
hojas y brotes de ajo, los mismos fueron identificados como isoquercetina,
quercetina, kempferol e isorhamnetina, estos presentaron una alta actividad
antioxidante hacia la enzima lipoxigenasa e hialuronidasa de soya, sugiriendo que
estos compuestos del ajo pudieran ser utilizadas como alimento o ingredientes

funcionales.

Miean y Mohamed (2001) encontraron 1497 mg.kg-1de quercetina, 391 mg.kg-
1 de luteolina y 832 mg.kg-1 de kempferol en hojas de cebolla y 217 mg.kg-1 de

apigenina en ajo.
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2.1.4.3. Antocianinas.

Las antocianinas son flavonoides pigmentados responsables de la mayoria
de los colores de las flores y los frutos. Por ello son importantes en la polinizaciéon y
en la dispersion de semillas. Son glicdsidos con un azucar en posicidon 3. Cuando las
antocianinas no estan glicosiladas se denominan antocianidinas (Avalos-Garcia y
Pérez-Urria, 2009).

El color de las antocianinas depende del numero de grupos hidroxilo y
metoxilo en el anillo B y del pH de las vacuolas en las que se almacenan. Algunos
ejemplos son pelargonidina (rojo-naranja), cianidina (rojo purpura) y delfinidina (azul
purpura) (Figura 5).

o] Aon

OH OH
Antocianina Antocianidina

Figura 5. Estructura quimica de antocianinas y antocianidinas (Avalos-Garcia y Pérez-Urria,
2009).

En investigaciones realizadas en el Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica
Poscosecha de Frutas y Hortalizas de la Universidad Autonoma de Querétaro, se ha
demostrado que el almacenamiento a bajas temperaturas de bulbos de ajo “semilla”
incrementan la expresion de genes asociados a la sintesis de fenoles y antocianinas
(Zavala-Gutiérrez, 2011) y también se ha demostrado que este almacenamiento

también incremento el contenido de fenoles y antocianinas totales (Dufoo-Hurtado
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et al., 2013); lo cual podria representar una ventaja a la planta para superar el ataque

de microorganismos en campo.

2.1.5. Importancia econodmica del cultivo de ajo.

El mercado mundial de ajo ha crecido gracias a los cambios producidos en los
habitos de consumo. Se reconocen cuatro grandes centros de produccion y
consumo: el primero es el centro asiatico, formado por China, India, Indonesia, las
dos Coreas y Tailandia que producen el 89.15% del ajo del mundo; seguido por el
centro europeo integrado por Espafa, Francia e Italia (a los que se agregan Egipto y
Turquia por su proximidad geografica) que aportan el 4.29% de la produccion
mundial: el tercer grupo esta conformado por Africa con 3.14% y finalmente América
cuyo aporte es 3.41%, de esta cantidad Brasil, Argentina y Chile, producen alrededor
del 1.5% (FAOSTAT, 2011).

Considerando los volumenes de produccion a nivel mundial durante los
ultimos afnos, ésta se ha incrementado en los paises asiaticos, en tanto que hay una
notable disminucién en los paises de América del Sur, con un rendimiento promedio
de 13958 kg. ha™.

Para el afio 2011, México ocupd el 21° lugar con una produccion de 58,065
ton. Por su calidad el ajo mexicano es muy apreciado en el extranjero, prueba de ello
es que México es el 6° pais exportador de ajo a nivel mundial (12,526 ton) lo cual le
generd ganancias de $ US 13"297,000 (FAOSTAT, 2011).

La produccion de ajo en México se destina en un 68% al mercado interno,
22% a la exportacién en fresco y 10% restante se destina para “semilla” y uso
industrial. Se estima que el consumo de ajo en México es de 400 g/afio per capita
(Macias-Valdez et al., 2007).
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El principal pais productor de ajo en el mundo es China (13, 664, 069 de
toneladas), seguido por India (833.970 toneladas) y la Republica de Corea (271.560
toneladas), desplazando a paises como Espafia (Flafio-lpinza, 2012). En México, se
cultivan dos tipos de ajo: los morados, con sus variedades (Chileno, Criollo Original,
Napuri, Massone, Positos y Taiwan) y los ajos blancos (Criollo de Aguascalientes,
Blanco de Zacatecas, Blanco de Durango, Blanco de Ixmiquilpan y Pro Bajio). Los
estados productores mas importantes en México son Zacatecas que aporta el 49%,

seguido de Guanajuato con el 20% y Baja California con 9.8% (Figura 6).

La geografia productiva del ajo en nuestro pais esta bien definida, no sélo
por las regiones que lo componen, sino también por el tipo de ajo que se produce;
en la zona del Bajio-Centro que abarca los estados de Guanajuato y Querétaro se
produce ajo del tipo morado que se siembra entre los meses de Septiembre a
Octubre, a fin de cosechar durante el periodo de febrero a mayo. La zona Centro-
Norte, que abarca a los estados de Aguascalientes y Zacatecas, se dedican a la
produccion de ajo del tipo blanco, el cual se siembra en Octubre y Noviembre y se

cosecha en los meses de Mayo a Junio (Lagunes, 2009).

Del total de la produccién anual de ajo, aproximadamente el 63% se destina
al consumo interno en fresco, mientras que el 10% es utilizado para la industria en la
obtencién de aceites, polvo, saborizantes, medicamentos, etc., y el 27% restante se

destina a la exportacion (Lagunes, 2009).
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Figura 6. Principales estados productores de ajo en la Republica Mexicana (SIAP, 2011).

2.1.6. Generalidades del cultivo.

La siembra del ajo en la zona del Bajio es una actividad que ha tendido a
mecanizarse; se considera que la siembra mecanica es la forma mas comun,
haciéndose a través de maquinas sembradoras especificas para el ajo, lo que
permite reducir de 4 a 6 veces el tiempo requerido para la siembra comparado con
los métodos manual y semi-mecanizado; los que son utilizados en extensiones de
superficies pequefas y medianas, y que a pesar de no ser generalizados, aun estan
presentes en la region (Lagunes, 2009). No obstante, en esta region se ha regresado
a la siembra manual debido a que los tiempos de emergencia de las plantas son

mayores cuando la siembra es mecanica.

Por ello se demanda una gran cantidad de mano de obra en la siembra y
cosecha, la primera operaciéon que es el aflojado se hace de forma mecanica; las
actividades siguientes como es arrancar las plantas y acomodarlas en el lomo del
surco para taparlas con un poco de tierra y con el mismo follaje (enchufado), se
realizan a mano. La labor de enchufado es fundamental, ya que se considera que

evita que los ajos se decoloren, permitiendo que los bulbos se sequen y terminen de
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madurar. El ajo se deja en estas condiciones durante un periodo de 8 a 15 dias para
posteriormente ser llevado a las empacadoras donde terminan de secarse a 60°C

por unas horas (Lagunes, 2009).

2.1.6.1. Requerimientos del cultivo de ajo.

La capacidad del bulbillo o diente para transformarse en una planta completa
esta fuertemente influenciada por el ambiente. La brotacion y emergencia de la
planta, el crecimiento vegetativo, la bulbificacién y diferenciacion de los dientes, la
senescencia de la planta y letargo o dormicion de los bulbos son etapas del ciclo de
desarrollo de este cultivo, cuyos requerimientos ambientales son marcadamente

distintos entre diferentes variedades (Burba, 2003).

Un “diente” separado del bulbo “madre” recién cosechado es incapaz de
brotar en condiciones ambientales normales debido al estado de letargo en que se
encuentra. Este periodo de letargo es variable segun los cultivares y las condiciones

de almacenamiento de los bulbos (temperatura y humedad relativa del ambiente).

2.1.6.2. Termo periodo.

El ajo es una especie de cultivo otofo-invierno-primavera resistente a
heladas. Llega a soportar inviernos rigurosos con una media minima de -4.0 a -2.5°C
y media maxima de 30°C, existiendo cultivares adaptados a un amplio rango de
condiciones térmicas (Avila, 2007). Este cultivo requiere clima de fresco a frio durante
el desarrollo inicial y caluroso y luminoso cuando comienza a formarse el nuevo bulbo

hasta su cosecha (Giaconi y Escaff, 1993).

El termo periodo es el principal factor climatico durante el crecimiento de
esta especie. Temperaturas medias mensuales por debajo de los 10°C son
adecuadas para la etapa que va de la plantacion a la bulbificaciéon, combinadas con
una disminucion gradual del largo del dia (Burba, 1992). Se consideran éptimos los

registros térmicos entre 15 a 25°C desde la bulbificacion hasta la cosecha, asociado
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a dias mas largos. El termo y el fotoperiodo interaccionan para inducir la bulbificacion,
siendo mas importantes las temperaturas que el fotoperiodo (duracion del dia)
(Figura 7). Por tanto, el ajo requiere para su bulbificacion cumplir con al menos dos
requisitos (ambos variables segun el cultivar): acumular determinadas horas de frio

y crecer con dias relativamente largos.

Evidencias experimentales muestran que cuanto mayor son las horas de frio
acumuladas, menor es el requerimiento fotoperiddico y la bulbificacidén se induce con
dias de umbral mas corto (Avila, 2007). El periodo de tiempo necesario para inducir
la bulbificacién depende fundamentalmente de la variedad y puede variar entre uno
y varios meses. Para el caso del ajo Coreano se requieren mas de 550 h de frio

(L6pez- Hernandez, 2010).

ETAPA MORFOGENICA

ETAPA INDUCTIVA

o ' /\. SENESCENCIA
BROTACION BULBIFICACION

v 9o /"y
5

*

DIAS LARGOS

TEMPERATURAS
BAJAS

TEMPERATURAS TEMPERATURAS

EN DESCENSO N EN ASCENSO
(24° A 3°C) (15° A 20°C)

Figura 7. Requerimientos termoperiédicos del ajo durante su ciclo vegetativo (Burba, 2003).

La accién de las bajas temperaturas determina un comportamiento particular
en relacion a la altura alcanzada por las plantas antes de la bulbificacion y aquella
lograda al momento de la cosecha (Burba, 2003). A mayor duracion del frio de pre-

plantacion se producen una mayor velocidad de crecimiento, expresada en altura de
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planta/tiempo. Esta velocidad decrece considerablemente luego del inicio de la
formacion del bulbo (Ledesma et al., 1997; Guevara-Figueroa et al., datos no

publicados).

Rahim y Fordham (2001) estudiaron la bulbificacidon de ajo cv. “Bangladesh
Local®, en condiciones controladas de temperatura, encontrado que los rendimientos
de plantas desarrolladas en condiciones de15°C/10°C (dia/noche) fueron mayores
que las plantas desarrolladas a temperaturas superiores a 20°C/15°C (dia/noche).
Ademas observaron que las plantas mostraban un desarrollo mas lento en

comparacion con las desarrolladas a mayores temperaturas ultimas (20/15°C).

2.1.6.3. Fotoperiodo.
Algunos componentes agronomicos de la luz, como son duracion, intensidad
y calidad, afectan de una u otra manera la calidad del producto a cosechar, alterando

sus procesos fisioldgicos (Avila, 2007).

Rahim y Fordham (2001) sembraron “semillas” de ajo en tres distintas
condiciones de fotoperiodo (8, 12 y 16 h de luz) observando que el inicio de la
bulbificacion fue mas rapido en aquellas plantas con fotoperiodo de 16 h, mientras
que los rendimientos fueron mas altos con 12 h de luz. Ademas indicaron que con 16

h de fotoperiodo se redujo el tiempo requerido para la maduracion del bulbo.

Por otro lado, la longitud de onda de luz dentro de la porcion biolégicamente
activa (430 a 730 nm) puede ser un factor determinante en la induccién fotoperiddica.
En condiciones controladas, bajo luz blanca artificial, longitudes de onda de 700 a

730 nm son esenciales para la formacién de bulbos (Avila, 2007).

Takagi y Qu, (1995) estudiaron la bulbificaciéon de ajo in vitro y encontraron
que dicho fendbmeno se promovi6 con el uso de luz con longitudes de onda en el rojo-

lejano (600-900 nm). Ademas observaron que los bulbos que se formaron mas rapido
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fueron aquellos desarrollados a partir de explantes de dientes sometidos a
tratamientos de 5°C por 30 dias y crecidos bajo un fotoperiodo de 16 h, por lo que
concluyeron que tanto la fuente de luz como el fotoperiodo afectan fuertemente la

morfogénesis in vitro de plantulas de ajo

El ajo es una especie que puede considerarse helidfila, ya que con
condiciones de escasa intensidad luminica, desarrolla un follaje excesivo y bulbifica
con dificultad (Burba, 1992). Esto indica que para obtener bulbos grandes y bien
formados como exigen los mercados de exportacion, se deben presentar dias cortos
con menor intensidad de luz para que los “dientes semilla” broten y se desarrollen
mientras que para inducir la bulbificacidn y crecimiento del bulbo se requieren dias

mas largos; es decir, con intensidades luminicas también mayores (Avila, 2007).

2.1.6.4. Précticas culturales de cultivo.

En cuanto al tipo de suelo, hay que considerar su profundidad y fertilidad,
consistencia media, permeabilidad (buen drenado) y con una proporcion equilibrada
de nitrégeno, fésforo y potasio. Los suelos ligeros o sueltos y permeables, son los
recomendados para evitar los encharcamientos de agua, ya que el ajo es muy
susceptible a la podredumbre. Generalmente se obtienen altos rendimientos y buena
calidad de los bulbos en suelos areno-arcilloso-calcareos, fértiles, permeables y con
buenas labores de preparacién de suelo (Sarita, 1995). El ajo esta clasificado como
planta moderadamente tolerante a la acidez en un rango de pH de 5.5 a 7.0, siendo
este un factor dependiente de la variedad. Para los ajos Coreanos el pH 6ptimo del
suelo es 6.5. Por otro lado, los riegos deben controlarse de modo que las condiciones
del suelo se mantengan durante todo el ciclo de cultivo, la forma de riego mas comun

para este cultivo es por cintilla (Warade y Shinde, 1998).

Las fechas de siembra son otro factor importante, para el hemisferio norte
las mejores fechas de plantacion se encuentran entre Septiembre y Octubre aunque

esto depende de los requerimientos climaticos de cada variedad.
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Otro aspecto de suma importancia es el manejo sanitario tanto de la “semilla”
como del cultivo a lo largo del ciclo, para reducir ataques por plagas o patégenos.
Los principales hongos observados en los cultivos de ajo son: Sclerotium cepivorum
que ocasiona la “pudricion blanca”, Penicilium viridicatum o corymbiferum,
responsable de la “pudricion verde”, Fusarium oxisporum que provoca la “raiz
rosada”, Helminthosporium allii o “carbonilla” y Botritis allii 0 “podredumbre gris del
cuello”. La presencia de nematodos es un gran problema, siendo el nematodo de los
bulbos Ditylenchus dipsaci el mas importante (Avila, 2007). Este neméatodo es
transportadoen los “dientes” que se emplean como semilla y puede subsistir durante
largos periodos en estado de latencia entre las hojas envolventes de los bulbillos.
Una planta de ajo infestada por nematodos pierde altura y gana grosor debido a la

hipertrofia de sus tejidos, que se tornan esponjosos y poco consistentes.

2.1.6.5. Fertilizacion.

La respuesta a la aplicacion de nitrégeno, fésforo y potasio esta
condicionada a los niveles edaficos. La planta de ajo extrae de forma diferencial los
nutrientes existentes en el suelo, segun la etapa fenolégica en que se encuentre.
Durante la primer etapa, al estar aun alimentandose a partir de las sustancias de
reserva del “diente”, no absorbe practicamente ningun nutriente. Motivo por el cual la
efectividad de fertilizantes en formas muy solubles en pre-plantacion o simultanea a
ésta es escasa. El nitrégeno y potasio son absorbidos en cantidades mayores que
otros nutrientes (Avila, 2007). A pesar de que existen programas de fertilizacion,
resulta complicado apegarse a ellos ya que el mismo depende de las caracteristicas
fisicoquimicas del suelo, de las condiciones climaticas, de los requerimientos del

ecotipo, de la calidad del agua, etc.

Los macronutrientes nitrogeno, fésforo y potasio tienen una destacada
importancia en el cultivo de ajo. El exceso de nitrégeno se manifiesta muchas veces
ante la deficiencia de boro (< 5 ppm), que es el micronutriente mas importante para

el ajo. Produce ademas exceso de brotacion en bulbillos recién formados, aun dentro
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del bulbo (antes de la maduracion). El fosforo acelera el crecimiento del follaje y
promueve la diferenciacion temprana del bulbo. En caso de deficiencia, el ciclo
vegetativo tiende a alargarse, el cuello se ensancha y las hojas inferiores se
marchitan. El potasio influye en la produccion y calidad de los bulbos, provocando un

amarillamiento de las hojas mas viejas (Sarita, 1995).

El nitrégeno es el elemento mas extraido del suelo por el cultivo de ajo. La
mayoria de los trabajos sefialan que el ajo responde a la fertilizacion nitrogenada en
casi todos los suelos, aunque la magnitud de la respuesta estara condicionada por
los niveles naturales de nitrogeno en el suelo. Lipinski y Gaviola de Heras (1997)
realizaron un ensayo de campo en un suelo aluvial de Mendoza, Argentina. La
respuesta del ajo “blanco” a la fertilizacion nitrogenada y fosforica mostré un aumento
en la produccién del 45% (7.5 ton/ha de bulbos secos y limpios) con respecto al
testigo no fertilizado cuando se utilizé una dosis de 140 kg de N/ha y 40 kg de P/ha.
En otros ensayos realizados con ajo “blanco” con las mimas dosis de N-P y en
condiciones de un mejor manejo de riego con respecto al anterior, se obtuvo un
rendimiento de 11.8 ton/ha de ajo seco y limpio. De acuerdo a estos antecedentes
los autores realizaron la recomendacion de fertilizar el ajo “blanco” con 100 a 150
kg/ha de fosfato diamdnico (DAP) y con 230 a 250 kg/ha de urea en suelo poco a
medianamente provistos de N y P. Por otro lado dichos autores realizaron un ensayo
con ajo “colorado” con el objeto de evaluar el efecto de diferentes fuentes de
nitrogeno (urea, sulfato de amonio, sulfonitrato de amonio y nitrato de potasio)
observando que no hubo diferencias significativas en rendimiento debidas a la fuente
de nitrégeno pero si a la dosis de aplicacién, siendo 160 kg de N/ha la dosis

recomendada para esa variedad de ajo.

2.1.7. Ciclo de desarrollo del cultivo.
Dado que la reproducciéon del ajo se realiza por via agamica, cada bulbillo

(mddulo multiplicativo) sera una copia fiel del individuo que le dio origen y su
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desarrollo posterior como nueva planta estara fuertemente supeditado a las

condiciones ambientales en las que transcurrié su ontogenia.

Durante un desarrollo normal de la nueva planta de ajo pasara por etapas
fisiolégicas sucesivas, estrictamente ligadas al nuevo ambiente imperante; por lo
tanto, la probabilidad para que esta planta prospere en el medio en el cual fue
situada, va estar dada por el efecto conjunto de los factores ambientales

condicionantes actuales y anteriores.

En las zonas templadas donde se cultiva el ajo se planta desde mediados
del verano o en otofio y se cosecha desde el comienzo hasta el final de la primavera,

segun la regién y tipo de ajo considerado (Ledesma et al., 1983).

Durante su ciclo de desarrollo, la planta de ajo presenta una primera etapa
llamada de crecimiento vegetativo, en la cual los procesos metabdlicos y fisioldgicos
de la planta estan orientados a formar el sistema radicular y las hojas. Normalmente,
esta etapa ocurre durante el otofio y gran parte del invierno. En ese periodo no hay
desarrollo del bulbo ni del escapo floral. La emision y alargamiento de las raices
desde la base del diente es una de las primeras manifestaciones del crecimiento

luego de la plantacion.

Paralelamente se produce el crecimiento de la hoja de brotacion y de los
primordios de hojas contenidos en la yema axilar ubicada en el interior de la hoja de
reserva (Takagi, 1990). La primera etapa de crecimiento de la planta es dependiente
de las sustancias liberadas por la hoja de reserva del bulbillo o diente. El crecimiento
en las primeras semanas de desarrollo esta directamente relacionado con la

disminucién del peso seco del diente madre.

El aporte de reservas por parte del diente se mantiene por mucho tiempo,

aun después de que las plantas han emergido y se encuentran realizando
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fotosintesis. La etapa de crecimiento vegetativo se realiza en condiciones de dias

cortos y con temperaturas en paulatino descenso (Recca et al., 1981).

Desde el punto de vista vegetativo, la etapa de brotacion se ha definido como
la emergencia de las raices y primeras hojas a expensas de las sustancias de reserva
del “diente”, diferenciado potencialmente durante la poscosecha (Arguello et al.,
1997). Luego de la emergencia de las hojas, comienza la etapa de crecimiento de la
masa foliar, la cual se puede evaluar mediante diferentes variables como numero de

hojas, altura de la planta, materia seca, y sus interrelaciones (Ledesma et al., 1997).

La temperatura de almacenaje de los bulbos antes de la siembra afecta la
velocidad de germinacién del diente luego de la misma, asi como el vigor de
crecimiento y la forma de la planta (Del Pozo et al., 1997). Algunos cultivares
almacenados a 20°C o mas retrasan la germinacion y crecen lentamente después de
este proceso, mientras que los bulbos almacenados a 5 y 10°C germinan
rapidamente y producen plantas con hojas anchas y buen cuello (Arguello et al.,
1997).

Los factores que afectan el desarrollo y duracion del crecimiento del area
foliar y de las raices, tendran una influencia decisiva en el rendimiento final del cultivo.
La induccién y el desarrollo del bulbo y el escapo floral requieren del cumplimiento
de una etapa de vernalizacion (bajas temperaturas) seguida de fotoperiodos largos
(Rahim y Fordham, 2001).

Los ajos recién cosechados son incapaces de germinar para formar una nueva

planta debido a que se encuentran en un periodo de letargo que depende de la

variedad y temperatura de almacenamiento (Portela, 1996).
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2.1.8. Bulbificacion.

El periodo de crecimiento y bulbificacién varia mucho entre anos, fechas de
siembra y localizacion, indicando una fuerte interaccion genotipo-ambiente (Del Pozo
et al., 1997).

Con respecto a la formacion del bulbo, Shah y Kothari (1997) afirman
que es un procesos morfogénico en el cual las hojas de reserva, conocidas como
dientes, se desarrollan de las yemas axilares de las hojas envainadoras,
estableciéndose dos estados: una etapa inductiva controlada por bajas temperaturas
y dias cortos, y otra morfogénica cuantitativamente dependiente de las condiciones

termo y fotoperiddicas.

La bulbificacién comienza con el hinchamiento de la base de las hojas y luego
con el llenado de los primeros dientes formados. Los dientes se desarrollan en las
axilas de las hojas internas del follaje conforme avanza el desarrollo del bulbo. La
bulbificacién se puede caracterizar por un incremento en la relacién del diametro
maximo del bulbo con respecto al diametro minimo del cuello del bulbo, ésta relacion

se denomina indice de bulbificacion.
Portela y Cavagnaro (2005) elaboraron una grafica-escala del desarrollo de

plantas de ajo blanco y violeta (Figura 8) que integra las etapas mas importantes del

ciclo del cultivo (crecimiento de la parte aérea y del bulbo).
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Figura 8. Etapas fisioldgicas de ajo de tipo blanco y violeta. (Portela y Cavagnaro, 2005).

El crecimiento de los dientes esta en funcion de la biomasa aérea producida y
del aporte de los fotoasimilados, y puede ser evaluado por el incremento de la materia
seca y el traslado de asimilados mediante un coeficiente de particion (Brewster,
2001). Diversos estudios fisioldgicos en condiciones controladas han demostrado
que el diente de ajo puede presentar diferentes grados de desarrollo, dependiendo
de las condiciones ambientales de cultivo, el genotipo y el tamafio del diente “semilla”
(Del Pozo et al., 1997, Nufez et al., 1997, Huchette et al., 2005).

La formacién del bulbo de ajo es estimulada por la longitud del dia, la
temperatura y el espectro de luz. Los fotoperiodos largos y las altas temperaturas
inmediatamente después de la siembra promueven la rapida diferenciacion y
formacion de los primeros dientes antes de la ramificacion axilar resultando en un
bulbo con uno o pocos dientes (Del Pozo y Gonzalez, 2005). Por el contrario, la
formacion de las yemas axilares se favorece con temperaturas bajas y fotoperiodos
cortos después de la siembra, seguida de un incremento de éstos lo que promueve
la diferenciacion de las yemas y el desarrollo de un bulbo con muchos dientes
(Ledesma et al., 1997, Huchette et al., 2005). Para ello tiene que ocurrir el
rompimiento de la dormancia apical lo cual permite la formacién de las yemas axilares
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con la consiguiente diferenciacion de varias hojas de almacenamiento que se

transforman en dientes (Nufiez et al., 1997, Shah y Kothari, 1997).

Al respecto, Del Pozo y Gonzalez (2005) reportaron que todas las plantas de
ajo chileno blanco formaron bulbos cuando el fotoperiodo estuvo sobre 14 h y la
temperatura de almacenaje fue de 4 o 7°C, mientras que aquellas cultivadas con
fotoperiodos de 8, 10 o 12 h, con cualquiera de las temperaturas probadas no
bulbificaron. En experimento bajo invernadero, Del Pozo et al, (1997) trabajaron con
13 clones y encontraron que el almacenaje de los bulbos a 4°C durante 4 semanas
redujo el tiempo desde la siembra hasta la emergencia de los brotes en todos los
clones, mientras que el almacenamiento a 12-15°C retraso este proceso y solo 3 de

ellos formaron bulbos.

Cuando el bulbo “madura” (bulbo bien formado y llenado), las hojas de
cubierta mas externas se secan, adelgazan y protegen al bulbo, a estas hojas se les
denomina tunicas o catéfilas u hojas protectoras. Ya que las hojas afiladas dejan de
formarse en las hojas internas del bulbo, el pseudotallo queda vacio, los tejidos de la
cubierta en la region media del cuello se ablandan y pierden turgencia ocasionando
la senescencia y la caida del follaje. Esta caida de follaje, es un indicador util de la

“‘madurez” del bulbo y por tanto un indice de cosecha (Brewster, 1994).

2.1.9. Factores fisicos involucrados en la bulbificacién.

Se ha sefialado que la planta necesita acumular una cierta cantidad de horas
frio (> 550 h a 5°C) para diferenciar las yemas axilares en dientes y formar el bulbo
(Figura 9). Una vez plantados, los dientes que estan expuestos a temperaturas entre
5y 10°C generan plantas capaces de desarrollar bulbos (Garcia, 1998; Avila, 2007).
El periodo de tiempo necesario para que el proceso tenga éxito depende

fundamentalmente de la variedad y puede durar entre uno y varios meses.
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Figura 9. Efecto de la temperatura en el cultivo de ajo (Avila, 2007).

La luz natural ejerce un papel muy importante en la formacion del bulbo bajo
sus modalidades de fotoperiodo e intensidad luminosa (Figura 10). En un estudio del
efecto de la sombra y condiciones ambientales en la iniciacién y desarrollo de dientes
de ajo cv. “Bangladesh® y “Fructidor®, se reporté que la tasa de diferenciacion y
desarrollo de dientes de ajo varié entre 90 dias a condiciones de 100% de luz 'y 140
dias con 25% de luz, es decir, la diferenciacion es directamente proporcional al

aumento la transmision de luz (Rahim y Fordham, 1990).
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Etapa
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BROTACION
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'BULBIFICACION sin induccion normal

'CRECIMIENTO

DEL BULBO NOEG frosiuos

sostenido ;

SENESCENCIA prolongada gradual

COSECHA tardia oportuna

. Bulbos grandes
Sin bulbos y bien
formados

Figura 10. Efecto de la intensidad luminosa en el cultivo de ajo (Avila, 2007).

2.1.10. Factores bioquimicos que afectan la bulbificacion.

2.1.10.1. Giberelinas GAs.

Las giberelinas son fitohormonas naturales sintetizadas en los primordios
apicales de las hojas, en las puntas de las raices y en semillas en desarrollo
(Rademacher, 2000). Se encuentran en diferentes concentraciones, dependiendo de
las etapas de desarrollo de las semillas, ya sea en letargo o no. Actuan a lo largo del
ciclo de vida de las plantas teniendo influencia en la germinacién de semillas,
promocién del crecimiento longitudinal, elongacién del tallo, induccién de flores,
desarrollo de anteras, crecimiento de semilla y pericarpio; y la promocién de

formacion y desarrollo del fruto (Hedden y Kamiya, 1997).

Se han identificado 136 diferentes giberelinas en las plantas superiores y
hongos. Solo un pequefio numero de ellas poseen una actividad biolégica, mientras
que la mayoria son precursores 0 metabolitos de la propia ruta de sintesis (Thomas
et al., 2005).
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La molécula basica de las diferentes formas de giberelinas, es un
diterpenoide tetraciclico (Figura 11). De acuerdo a la nomenclatura, este sistema se
conoce como ent-giberelano. Las giberelinas se clasifican en dos grupos, las
giberelinas de 20 carbonos (C20), las cuales poseen el esqueleto diterpenoide
completo y las giberelinas Ci1g, en las cuales el C2o0 ha sido reemplazado por un anillo
y-lactona. Estas ultimas son las que presentan mayor actividad biolégica siendo GA-,
GA2, GAs, GA4, GA7 y GAg las mas importantes (George, 2008).

La brotacién y el letargo en Allium parecen estar bajo control de una compleja
interaccion de promotores e inhibidores endégenos de crecimiento, algunos de los

cuales han sido aislados e identificados (Brewster, 1986).

Rakhimbaev y Ol'shanskaya (1981) reportaron un incremento en la actividad
de las GAs al comparar ajos en estado de letargo con otros cuyo proceso de
brotacidén estaba adelantado. Estos autores indicaron la posibilidad de que las GAs
se encontraran preformadas ligadas a un azucar y que, probablemente, éstas solo
pasaban de un estado inactivo (ligadas) a activo (libres) durante el rompimiento del

letargo.

(COOH

GA; (Gibberellic acid)

Figura 11. Estructura del acido giberélico.
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2.1.10.2. Biosintesis de GAs.

La biosintesis de las giberelinas se puede producir en muchas partes de la
planta, pero especialmente en partes aéreas de crecimiento activo tales como tejido
embrionario, meristematico o de desarrollo. Aparentemente se desplazan

pasivamente en el flujo de transporte, ya sea por el floema o por el xilema (George,
2008).

La biosintesis de giberelinas estd regulada por un sistema de
retroalimentacion, es decir, que la oxidacién del kaureno en las primeras etapas de

la ruta es inhibida por las mismas giberelinas (George, 2008).

Esta ruta puede ser separada en tres etapas de acuerdo con la naturaleza de
la enzima involucrada y su localizacion dentro de la célula, las terpeno ciclasas
actuan en los protoplastidos, las mono-oxigenasas estan asociadas con el reticulo
endoplasmico y las dioxigenasas se encuentran localizadas en el citosol (George,
2008).

La ruta general de biosintesis de giberelinas ocurre a partir del acido
mevalonico y por una serie de reacciones de fosforilacion y descarboxilacion se
obtiene el ent-kaureno, que se oxida a aldehido GA12, el cual se considera el primer
intermediario especifico para la sintesis de GAs. Por ultimo el aldehido GA12 es
oxidado nuevamente por mono o dioxigenasas para formar diferentes GAs (Figura
12).
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Figura 12. Ruta de biosintesis de giberelinas (George, 2008).
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2.1.10.3. Las giberelinas y su relacién con la bulbificacién.

Las GAs juegan un papel clave en los procesos de formacion de érganos de
almacenamiento. La formacion de bulbos se considera un proceso morfogénico
influido por hormonas al igual que el desarrollo de tubérculos, donde se considera
que es esencial una reduccion en los niveles de GAs (Jakson et al., 2000; Kim et al.,
2003). Se ha comprobado que la tuberizacion se retrasa con la aplicaciéon de GAs y
se promueve utilizando retardantes de crecimiento que inhiben su biosintesis (Jakson
et al., 2000), confirmando que este proceso es controlado por una adecuada relacion
de esta fitohormona (Achard et al., 2006).

En el caso de Allium, se ha determinado que la bulbificacion de cebolla (Allium
cepa L.) esta controlada por el fotoperiodo y los niveles de GAs (Yamaguchi et al.,
2008). Estos autores reportaron que las GAs estabilizan los microtubulos y actuan
de manera opuesta al estimulo del dia largo, lo cual redujo el numero de los
microtubulos y alterd su orientacion transversal, sugiriendo una accion en contra del

proceso de formacién del bulbo.

Kim et al.,, (2003) encontraron que la adicion de GAs al medio suprimié
significativamente la formacion de los dientes en ajo in vitro, por lo tanto sugieren que
este proceso puede ser alterado por el desbalance de los reguladores de crecimiento

utilizados para inducir la formacién del bulbo.

Los sistemas de biosintesis in vitro han sido usados para identificar el punto

de interaccion de los inhibidores en la ruta de sintesis de GAs (Rademacher, 2000).

Diversos estudios han demostrado la presencia de GAs en extractos
metanolicos de ajo cvs Taiwan (Lopez, 2004), Chino (Meza-Hernandez, 2005), ,
Retinto (Utrilla-Vazquez, 2008), Coreano (Rodriguez-Lerma, 2013). Vazquez-
Barrios, (2005) determiné dos fracciones que mostraron un espectro similar al de los
estandares comerciales de GAs (GAs, GA4, GA7 y GAg), denominandolas F2y F3 con

un tiempo de retencion de 24,6 min y 25,6 min, respectivamente. Para estas
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fracciones ha sido demostrada su actividad de giberelinas mediante un bioensayo
con semillas de trigo desembrionados (Vazquez-Barrios, 2005; Rodriguez-Lerma,
2013).

Aunque se han observado correlaciones negativas del contenido de GAs en
el tejido de ajo con el desarrollo del bulbo (Utrilla-Vazquez, 2008), no se ha
establecido como este patrén de correlacion cambia por efecto del almacenamiento
de los dientes “semilla” a bajas temperaturas y como a su vez cambian las relaciones

de crecimiento de la planta con la susceptibilidad a las enfermedades.

2.2. Pudricion blanca (Sclerotium cepivorum Berk.).

La enfermedad conocida como pudriciéon blanca (Figura 13) representa la
principal amenaza para los cultivos de ajo y cebolla en los estados de Zacatecas y
Aguascalientes. De acuerdo con algunos reportes la enfermedad se registrdé en
Zacatecas desde inicios de la década de 1990; desde entonces, los esclerocios que
provocan la enfermedad se han encontrado en mas del 90% de las parcelas agricolas
que se pueden destinar a la produccion de ajo y/o cebolla tanto en Zacatecas como
en Aguascalientes aunque la densidad de esclerocios en cada una de ellas es
variable (Reveles-Hernandez et al., 2009; Velasquez-Valle et al., 2011). La
enfermedad se caracteriza por mostrar un moho blanco alrededor y encima del bulbo,
ocasionalmente sobre las raices y cuello en las plantas, que después de cierto
tiempo, aparecen pequenas esferas negras y rugosas, de alrededor de 0.3 a 0.55mm
de diametro conocidas como esclerocios. Estas esferas son las estructuras de
resistencia y diseminacion del hongo, las cuales le sirven para diseminarse dentro
de una parcela a grandes distancias y a través de varios ciclos de cultivo (Reveles-
Hernandez et al., 2009).

Los esclerocios tienen la funcion de garantizar la sobrevivencia del hongo
por largos periodos de hasta 10 afios 0 mas, aun en ausencia de los cultivos como

ajo y cebolla que producen compuestos volatiles y solubles en agua, que estimulan
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la germinacién de estas estructuras, aunque estén a 10 cm de distancia. Las
condiciones Optimas para la germinacion de estos es mayor con temperaturas entre
14 y 18°C, siempre que se tengan bajos contenidos de humedad en el suelo,
cercanos a 15%. El desarrollo 6ptimo de la enfermedad se asocia con temperaturas
entre 17 y 20°C (Reveles-Hernandez et al., 2009).

Las plantas enfermas pueden arrancarse facilmente porque carecen de
raices, detienen su crecimiento y se tornan amarillentas. Las hojas basales son las
primeras en manifestar el amarillamiento. La presencia de micelio blanco con aspecto
algodonoso es un sintoma inicial, que se observa encima y alrededor de los bulbos.
En las parcelas infestadas, la enfermedad forma manchones que crecen y avanzan
en direccion del agua de riego (cuando se aplica riego por gravedad); en ellos las

plantas del centro del manchoén son las primeras en morir.

El hongo se transmite mediante los bulbos y dientes de las plantas enfermas,
usadas como semilla. Otra manera de dispersion es mediante el agua de riego, asi
como la maquinaria, herramientas, calzado e implementos usados en parcelas

contaminadas (Reveles-Hernandez et al., 2009).

Figura 13. Plantas de ajo con pudricion blanca.
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2.2.1. Importancia econdémica y distribucion de la enfermedad.

La pudricidon blanca causada por el hongo Sclerotium cepivorum Berk, es
una de las enfermedades mas importantes y destructivas de las plantas del género
Allium, ya que ocasiona pérdidas tanto en la calidad y como en el rendimiento de
estos cultivos. Esta enfermedad se reportd por primera vez en cebolla en el Reino
Unido en 1841 y en ajo en ltalia en 1909, causado grandes pérdidas en ambos
cultivos en muchas regiones de Europa, Asia, Africa, América del Norte, América
Central, América del Sur, Australia y Nueva Zelanda (APS, 1995).

2.2.2. Clasificacion taxondmica del fitopatdgeno.

Sclerotium cepivorum Berk, esta incluido taxondmicamente dentro de la
clase Deuteromycetes, en el Orden o Grupo Especial Micelia Sterilia, el cual ha sido
denominado como Orden Aganomycetales (Myceliales), Athelia ha sido sefalado
como el estado perfecto de Sclerotium (Agrios, 2006). Actualmente sélo se conoce
la reproduccion asexual de S. cepivorum, en algun tiempo durante su evolucion pudo
haber presentado un ciclo sexual, ademas estudios de DNA sugieren que esta
relacionado con Sclerotinia sclerotiorum (Ascomicete), correspondiendo a un

miembro asexual de la familia Sclerotiniaceae.

2.2.3. Caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas y estructurales.

S. cepivorum sobrevive en el suelo en forma de esclerocios en estado
latente, los cuales pueden permanecer viables en ausencia de plantas hospedantes
hasta por 40 afnos. La germinacién de estas estructuras de resistencia es estimulada
por compuestos de azufre (sulfoxidos de alquenilo y alquilo) presentes en los
exudados radicales de especies de Allium (Coley-Smith, et al., 1987). El hongo emite
micelio abundante de color blanco, velloso y ramificado; ademas de esclerocios, en
ocasiones produce también conidios en esporodoquios, pero no forma esporas
funcionales conocidas (Agrios, 2006; APS, 1995), aunque presenta pequenos
espermacios semejantes a phialosporas que han sido producidos en agar-agua

(APS, 1995). Se considera que estas estructuras se forman durante condiciones
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ambientales especiales en laboratorio o son extremadamente raras en la naturaleza

y por lo tanto son de poco valor en el diagndstico del hongo (Agrios, 2006).

Las estructuras reproductivas, los esclerocios, son uniformemente
redondeados y miden de 0.25 a 0.6 mm de diametro, aunque se han sefialado
esclerocios mas grandes y de forma irregular (APS, 1995). Muchos de los hongos
contienen quitina en su pared celular, en un rango que va del 22 al 40% Muzzarelli,
1977 citado por Gohel et al., 2006, menciona que esta caracteristica es importante
como criterio para su clasificacién taxonémica al igual que la presencia de otros

polisacaridos.

La pared celular de los hongos filamentosos esta compuesta principalmente
por diferentes polisacaridos de acuerdo a su grupo taxonémico (quitina, glucano,
proteinas, manosa, quitosan, acido galacturénico o celulosa), juntos o en pequefias

cantidades de proteinas y glicoproteinas (Kavanagh, 2005).

2.2.4. Sintomas de la enfermedad.

Los esclerocios de S. cepivorum producen micelio en respuesta a los
exudados radicales de las plantas del genero Allium; después de la penetracion de
la epidermis de la raiz, S. cepivorum invade inter e intracelularmente el parénquima
cortical causando la degradaciéon extensiva del tejido (Metcalf y Wilson, 2001). S.
cepivorum produce la fitotoxina acido oxalico e isoenzimas degradadoras de
pectinas, de poligalacturonasas (PGs) y pectinesterasas (PEs). No esta claro como
ocurre, con las cuales se expanden algunos milimetros mas alla de la hifa de
infeccion, mismos que se asocian con la desintegracion extensiva de tejidos
corticales. La epidermis adyacente y el tejido estelar permanece intacto (Metcalf y
Wilson, 2001). La zona de células muertas y debilitadas en la via de infeccion de
hifas es protegida del suelo por la epidermis intacta, la cual provee a las hifas de un

claro y seguro camino para infectar la base del bulbo (Metcalf y Wilson, 1999).
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Las hojas mas viejas de las plantas de ajo o cebolla que se infectan por este
hongo toman una coloraciéon café y van muriendo hasta que solo quedan vivas las
hojas mas jovenes de la planta que muestran una coloracion verde opaco. En este
punto las envolturas externas del bulbo de las plantas enfermas han sido colonizadas
por el algodoncillo del hongo y los esclerocios que se produjeron entre el algodoncillo
se encuentran listos para ser liberados al suelo donde podran permanecer viables
hasta 40 afios aun cuando no se planten ajos o cebollas durante ese tiempo
(Velasquez-Valle et al., 2011).

Velasquez-Valle et al., 2011 han mencionado que la persistencia de los
esclerocios no es afectada por la acidez o alcalinidad (pH), estado nutricional o
suplementacion inorganica del suelo. Las plantas enfermas son capaces de retener
los esclerocios unidos al bulbo por un periodo corto; al secarse las envolturas del
bulbo donde se encuentran adheridos seran facilmente liberados hacia el suelo. Bajo
condiciones Optimas de desarrollo de la enfermedad (temperaturas relativamente
bajas), los esclerocios del hongo germinan y producen cordones miceliales que
avanzan hacia la planta del ajo para iniciar la infeccidén en la raiz o en el tallo; un
bulbo de cebolla puede ser completamente colonizado en un periodo de cinco a siete

dias.

La naturaleza del ataque de S. cepivorum combina la accion de compuestos
quimicos y factores fisicos sobre el tejido de la raiz o tallo. Se ha reportado que la
destruccion de los tejidos de las plantas de cebolla colonizados por este hongo se
debe a la accion combinada de acido oxalico y enzimas como la
endopoligalacturonasa. La concentracién de acido oxalico se incrementa hasta 3.3
mg por gramo de peso seco de tejido de cebolla por lo que se considera que esta
sustancia esta involucrada en la patogenicidad del hongo (Velasquez-Valle et al.,
2011).

La distribucion de los esclerocios en suelos infestados por primera vez es

aleatoria, se requieren varios ciclos de siembras continuas con cultivos del género
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Allium para que los esclerocios se dispersen de manera uniforme en todo el suelo.
La actividad del patdogeno se incrementa a medida que las raices se desarrollan;
cuando esto ocurre y ademas cuando hay un suministro adecuado de agua en el
follaje, los sintomas foliares pueden no ser evidentes aunque el patdégeno se
encuentre activo (Entwistle, 1990). Después de que el patdgeno crece sobre el cuello
del tallo o el bulbo, se hacen evidentes los sintomas de amarillamiento prematuro y
muerte de las hojas viejas, ademas de la detencién del crecimiento, seguido por la
muerte de las hojas; las plantas pueden morir en grupos de 2 a 40, muriendo primero
las plantas del centro. Un signo temprano de la enfermedad es la aparicion de
abundante micelio en el cuello del tallo, extendiéndose alrededor de la base del
bulbo; en los tejidos infectados se forman masas abundantes de esclerocios (APS,

1995). En la figura 14 se muestra el ciclo de vida de S. cepivorum.

Figura 14. Representacion esquematica del ciclo de desarrollo de S. cepivorum, en donde
se muestran los procesos de diferenciacion, germinacién y formacioén de esclerocios. a) Los
esclerocios son esparcidos durante la cosecha permaneciendo en el suelo por muchos afios,
b) y germinan en presencia de exudados radicales de especies Allium. c) El micelio invade
las raices en cualquier etapa del crecimiento. d) El micelio es esparcido a las plantas vecinas
formando mas esclerocios.
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2.2.5. Manejo y control de la enfermedad.

S. cepivorum se caracteriza por su alta capacidad de reproduccion, elevada
densidad de indculo en suelos infestados y gran longevidad de los esclerocios ya que
pueden permanecer viables en el suelo hasta por 40 afios en ausencia del tejido del
hospedante (Coley-Smith et al., 1990; Entwistle, 1990; Velasquez-Valle et al., 2011)
lo cual lo hace que sea de dificil manejo y s6lo es necesario un esclerocio por kg de

suelo para una incidencia de 50% de la enfermedad (Crowe et al., 1980).

En México hay una carencia de medidas de proteccidn efectivas contra dicho
patdgeno, y esto representa un riesgo potencial en el incremento del dafo en futuras
plantaciones de especies del género Allium. Algunos de los métodos que se utilizan
para el control de la pudricidn blanca se han enfocado a destruir los esclerocios antes
de la siembra, y otros como son los fungicidas a abatir su crecimiento cuando ha
iniciado el ataque al cultivo (Pérez-Moreno et al., 1998). Los intentos del combate
quimico son ineficientes, quizas porque algunos de los fungicidas son de baja
estabilidad en el suelo; ademas de que el hongo ha originado cepas de resistencia a
algunos de los productos mas comunmente empleados, incluyendo la variabilidad de

resultados con los fumigantes de suelo (Pérez-Moreno et al., 2004).

Algunas de las practicas de manejo que se han aplicado para reducir la
enfermedad incluyen el uso de fungicidas como el Tebuconazole, la aplicacion al
suelo de aceites sintéticos de Allium, la rotacion de cultivos, la inundacién del suelo,
la aplicacion de compostas, el acolchado, la incorporacion de residuos de cruciferas,
la aplicacion de vermicomposta, la incorporacion de antagonistas al suelo, la

aplicacion de micorrizas y la solarizacion (Ulacio et al., 2003).

De acuerdo con los antecedentes mencionados, este trabajo se enfoco a
generar informacion sobre la relacion entre el contenido de compuestos fendlicos y
el posible grado de infestacion de Sclerotium cepivorum en ajo tolerantes a la
enfermedad (‘Perla’) y susceptibles como el ‘Coreano’ sometidos a condiciones de

almacenamiento a bajas temperaturas inductoras de la produccion de fenoles.
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En la regién productora de ajo de Aguascalientes se sabe que el ajo cv Perla
es tolerante a la pudricion blanca pero no se ha informado que factores e su
composicidn (una posible mayor contenido de fenoles) podrian contribuir a generarle
esa tolerancia. Por otro lado, se ha observado que la incidencia de esta enfermedad
no se presentd en los ajos del cultivar ‘Coreano’ generados a partir de bulbos
“semilla” almacenados a 5°C y que ademas este tratamiento induce una mayor
sintesis de compuestos fendlicos los cuales podrian también inducir una tolerancia a
la enfermedad en esta variedad. También es posible que el adelanto del ciclo de
cultivo debido al efecto del almacenamiento refrigerado podria cambiar las relaciones

huésped patdgeno dificultando el ataque del hongo a las plantas del ajo ‘Coreano’.
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I1l. JUSTIFICACION

La pudricidn blanca causada por el hongo Sclerotium cepivorum es una de
las enfermedades mas importantes que ataca a las especies Allium causando graves
dafios a las zonas de produccion de ajos morados del pais. Por ello es necesario

buscar alternativas que permitan un mejor control de la enfermedad.

Se ha demostrado en el laboratorio de Fisiologia y Bioquimica poscosecha
de frutas y hortalizas que el almacenamiento a bajas temperaturas (5°C) de bulbos
“semilla” de ajo ‘Coreano’ induce la sobreexpresion de genes de la sintesis de
compuestos fendlicos, por lo que es posible que este tratamiento pueda inducir
tolerancia al patdgeno resultando en una ventaja para la produccién de ajo lo cual

podria constituir una alternativa tecnoldgica para el control de esta enfermedad.

En la actualidad solo se conoce que los ajos Perla son tolerantes a esta
enfermedad en tanto que los ajos morados son fuertemente atacados por este
patdgeno. El estudio comparativo de estos dos tipos de ajo en cuanto a su contenido
y sintesis de fenoles y su tolerancia a la enfermedad podria dar nueva informacion

que pudieran generar nuevas alternativas de control de la misma.
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IV. HIPOTESIS

En los dientes semilla almacenados a bajas temperaturas se induce la sobre
expresion de genes de la sintesis de compuestos fendlicos y de antocianinas por lo
que es posible que este tratamiento pueda inducir tolerancia o sensibilidad al
patdgeno (Sclerotium cepivorum), lo cual podria constituir una fuente de informacion

para el control de esta enfermedad.
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V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Estudiar las posibles relaciones de susceptibilidad al ataque de Sclerotium
cepivorum y su composicidén de fenoles en ajo Perla y Coreano obtenidos a partir de

dientes “semilla” almacenados a bajas temperaturas y temperatura ambiente.

5.2. Objetivos especificos

e  Cuantificar y estudiar el contenido y cambios en el perfil de los
compuestos fendlicos de ambas variedades durante su desarrollo. Someter a
pruebas de reto ambas variedades de plantas frente al patdgeno para determinar su

tolerancia/susceptibilidad.

o Estudiar las diferencias en el perfil de fenoles de ajos Coreano y Perla
y analizar los posibles efectos que pudiera tener ese perfil en la susceptibilidad al

ataque por Sclerotium cepivorum.
e  Cuantificar y estudiar el contenido de giberelinas durante el desarrollo

de ambos cultivos y correlacionar este perfil con el desarrollo del cultivo y analizar

sus posibles implicaciones con el desarrollo de la pudricion blanca.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Origen, almacenamiento y manejo del cultivo.

Se utilizaron bulbos de ajo (Allium sativum L.) cv. ‘Coreano’ del ciclo de
produccion 2013-2014 que procedian de la cosecha 2012-2013 igualmente se utiliz6
la variedad “Perla” como comparacioén, ya que es una de las variedades que se ha
reportado como mas tolerante al ataque por Sclerotium cepivorum. Para la variedad
‘Coreano’ los dientes “semilla” se dividieron en dos grupos para la aplicacion de
tratamientos; TA (Bulbos almacenados a temperatura ambiente) y 5C (Bulbos
almacenados a 5°C durante 5 semanas). Después de los periodos de
almacenamiento de los bulbos de ajo cv. Coreano, y Perla, se les aplicé un
tratamiento de des infestacion para evitar el ataque de bacterias, nematodos y
hongos durante las primeras etapas de desarrollo en campo para después ser
sembrados en huertos de produccidon comercial del municipio de Cosio,
Aguascalientes, México (para la variedad ‘Coreano’) y en Rincon de Romos,
Aguascalientes, México para la variedad Perla. Todas las practicas culturales
aplicadas al cultivo comercial fueron las aplicadas a los tratamientos experimentales
y estas estuvieron dentro de las recomendaciones dadas por el Consejo de Ajo de

Aguascalientes AC.

6.2. Estrategia experimental.

Dado a que el objetivo del trabajo fue comparar los cambios en la
composicién de fenoles de dos variedades de ajo; una tolerante a la pudricion blanca
(‘Perla’) y otra susceptible a la misma (‘Coreano’) pero sometida a condiciones de
induccién o no induccion de sintesis de fenoles; los tratamientos previos a la siembra
no fueron los mismos para ambas variedades. La variedad ‘Perla’ solo se almacend
a temperatura ambiente; mientras que la variedad ‘Coreano’ se sometié a dos
condiciones de almacenamiento, temperatura ambiente y almacenamiento a 5°C por

5 semanas.
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Después del periodo de almacenamiento y previo a la fecha se siembra, un
lote de bulbos de ajo ‘Coreano’ y ‘Perla’ de la cosecha 2012-2013 fueron
transportados al Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica Poscosecha de Frutas y
Hortalizas de la Universidad Autonoma de Querétaro donde se seleccionaron bulbos
sanos, firmes, integros, de tamafo uniforme y libres de dafio mecanico; se procedio
a realizar los dos tratamientos el almacenamiento a TA y 5C, después del tratamiento
estos se desgranaron manualmente. Los dientes se seleccionaron por tamafio y se
trataron con inmersién de soluciones de Bactrimicin®, Basudin®, Folicur® y Buffex®
para el control de enfermedades, y nematodos que atacan a este cultivo en las
primeras etapas de desarrollo de la planta. Los agroquimicos fueron aplicados de
acuerdo a las especificaciones del fabricante y recomendaciones de los productores

(Cuadro 6). Estos tratamientos se aplicaron un dia antes de la siembra.

Cuadro 6. Agroquimicos utilizados como plaguicida, bactericida y fungicida en dientes
“semilla”

Agroquimico Tiempo de aplicacion Dosis para 20L de
(min) agua
Basudin® + Folicur® 15 66mL + 10mL
Buffex® 50 9g
Bactrimicin® 15 120g

Una vez preparadas las soluciones, los dientes semilla se colocaron dentro de
una malla y se sumergieron en las soluciones por los periodos de tiempo indicados.

Posteriormente fueron escurridos para eliminar exceso de la solucion.

La figura 15 muestra la estrategia seguida para el desarrollo de los
experimentos. En el mes de octubre los dientes desinfectados se llevaron a un huerto
comercial en el municipio de Cosio Aguascalientes, México; esto para la variedad
Coreano, mientras que los ajos Perla se sembraron en Rincén de Romos,
Aguascalientes, México, donde fueron sembrados manualmente en surcos de dos

hileras de plantas con 7cm de distancia entre cada diente. La siembra se realizé en
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tres surcos distintos, en cada surco se sembraron tres repeticiones de cada uno de

los tratamientos.

6.3. Programa de muestreos.

Los dientes semilla (almacenados a temperatura ambiente y 5°C) se
sembraron el 14 de Octubre del 2013. Durante el desarrollo del cultivo se realizaron
5 muestreos mensuales y uno posterior a la cosecha. El Cuadro 7 muestra las fechas
de muestreo realzados durante el periodo de estudio. Cabe mencionar que debido a
que el ajo ‘Coreano’ almacenado a 5°C se adelanta su ciclo de cultivo, se realizaron
3 muestreos, en tanto que aquellos almacenados a temperatura ambiente se
realizaron 5 muestreos. La variedad Perla incluyé cuatro muestreos. También se
incluyd un muestreo adicional después del periodo de curado para todos los
tratamientos. Cada muestreo consistié en tomar 10 plantas (unidad experimental) de
cada tratamiento y en cada una de las tres repeticiones; las plantas se colocaron en
hielo y se trasladaron al laboratorio donde se realizaron la medicion de parametros
de crecimiento del cultivo (numero de hojas, altura de la planta, peso, diametro del
bulbo e indice de bulbificacion). Después se separaron bulbos y raices, y estos se
congelaron en forma separada en nitrégeno liquido y se almacenaron a -70 °C para

posteriormente ser liofilizados y conservados en un lugar seco hasta su analisis.

Cuadro 7. Fechas de muestreos del ciclo de cultivo 2013-2014

Condicion Muestreo Fecha Dias después de
siembra (DDS)
Siembra 14-Oct-2013 0
Coreano 5, TAy P 1 16-Ene-2013 94
Coreano 5, TAy P 2 28-Feb-2013 122
Coreano 5, TAy P 3 27-Mar-2013 149
Coreano TAy P 4 30-Abr-2013 179
Coreano TA 5 14-May-2013 193
Coreano 5, TAy P Curado

5: Almacenados a 5 °C cinco semanas, TA: Temp. ambiente P: ajo ‘Perla’
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Una vez liofilizadas las muestras, se procedid a obtener los extractos
metandlicos de cada una de ellas (bulbos o raices) y en cada una de las 3 réplicas.
El total de muestras por cada periodo de muestreo y tratamiento fue de seis (tres
repeticiones X dos dérganos) para dar un total de 18 muestras para los tres
tratamientos estudiados. Estos extractos metandlicos fueron utilizados para los
analisis de fenoles, antocianinas, giberelinas y para las pruebas de reto de inhibicion

del patégeno.
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Figura 15. Diagrama de flujo de la estrategia experimental.
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6.4. Analisis estadistico.

Los datos de cada una de los tratamientos fueron analizados
estadisticamente mediante un analisis de varianza general y por fecha de muestreo
utilizando el paquete estadistico JMP; cuando se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos se procedié a hacer la comparacion

de medias utilizando las pruebas t de Student y Tuckey a una probabilidad P < 0.05

6.5. Extraccion de fenoles, antocianinas y giberelinas.

Para la extraccion de fenoles, antocianinas y giberelinas se sigui¢ la
metodologia propuesta por Rakhimbaev y OI" shanskaya (1976) modificado por
Vazquez- Barrios (2005) (Figura 16). Un gramo de tejido (bulbo o raiz liofilizados) se
homogenizé con 40mL de metanol al 80%, después de reposar 24h a 4°C, el
homogenizado se filtré a través de papel Whatman No.1. El filtrado se concentré al
vacio en un rotavapor a 40°C hasta alcanzar un volumen de 5ml. El concentrado
acuoso se ajustd a pH 3-3.5. Los fenoles, antocianinas y giberelinas se extrajeron
por la técnica de particion de solventes con acetato de etilo 1:1 en tres ocasiones.
Los extractos de acetato de etilo de juntaron y el exceso de agua se elimind con
Na2S04 anhidro; el acetato de etilo se evaporé hasta sequedad en rotavapor a 40°C
y el extracto seco se suspendidé en 1ml de metanol 100%. El extracto metandlico se
filtr6 en membrana de nylon de tamario de poro de 0.2um. El filtrado obtenido se

consideré como el extracto de fenoles, antocianinas y giberelinas.
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Figura 16. Esquema general de extraccion de fenoles, antocianinas y giberelinas
(Rakhimbaev y Ol'shanskaya, 1976; modificado por Vazquez, 2005.

6.5.1. Cuantificaciéon de compuestos fendlicos totales.

Se llevo a cabo por la metodologia de Folin-Ciocalteu (Rivera-Pastrana, 2013),
con modificaciones, se tomaron 3mL de agua destilada mas 50ul del extracto
obtenido, se agregaron 250ul del reactivo Folin —Ciocalteu 1N, se agitdé la mezcla
(Daigger Vortex Genie 2) y se dejo reposar 5 minutos, transcurrido el tiempo se
afiadieron 750yl de Cloruro de sodio al 20%, y finalmente se agregaron 950ul de
agua destilada se dejoé reposar una hora y media en oscuridad y se leyd en
espectrofotometro Lambda 40 UV-Vis (Perkin-Elmer Instruments) a 760 nm. La

cuantificacion de los fenoles se realizé mediante una curva estandar de soluciones
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de concentraciones conocidas de acido galico desde 0-125mg/L y el registro de sus
absorbancias. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido galico

por gramo de muestra liofilizada (mg EAG/qg).

6.5.2. Cuantificacion de antocianinas totales

Se determinaron por el método de pH diferencial (Giusti y Wrolstad, 2001).
Una alicuota de 50ul del extracto metandlico se diluyé en 2.5mL de buffer de cloruro
de potasio 0.025M pH 1. Otra alicuota de 50ul del mismo extracto se diluy6 en 2.5mL
de buffer de acetatos 0.025M pH 4.5. Las muestras diluidas fueron equilibradas en
la oscuridad por 15 minutos y posteriormente se leyé su absorbancia a 510 nm
(absorbancia maxima) y a 700 nm (lectura del grado de degradacion del compuesto
y lectura de correccion debido a sustancias interferentes) utilizando un
espectrofotometro Lambda 40 UV-Vis (Perkin-Elmer Instruments). Se utilizé agua
destilada como blanco. La concentracion de antocianinas se calculé usando la
siguiente ecuacion y los resultados se expresaron como mg equivalentes de cianidin

3 glucdsido por gramo de muestra liofilizada (mg C3G/g):

AAbs * PM * FD
exLx*g

=mg C3G/g

Donde:

AAbs= (As10 — A700)pH 1— (As10 — A700)pH 4.5

PM=Peso molecular de cianidin-3glucésido (445.2 g mol")

FD= Factor de dilucion

¢ = Coeficiente de extincion 29, 600 (L cm™ mol') de la cianidin 3 glucosido
L= Ancho de la celda (1 cm)

g= gramos de muestra en el extracto (0.03g L")
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6.5.3. Separacion y cuantificacion de fenoles por Cromatografia de liquidos de alta
resolucién (HPLC).

Se llevo a cabo por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) acoplado
a un detector de arreglo de diodos, HPLC-PDA, que registré la absorbancia de la
muestra a 280 y 320nm. Se utilizé un equipo HPLC Waters® Alliance® 2695 y un
detector de arreglo de diodos Waters™ 2998 equipado con una columna Symetry C1s
de 3.5um tamafio de particula y de 4.6 x 100 mm de diametro y largo
respectivamente. Para la separacion se utilizoé dos fase méviles; fase A (agua grado
HPLC-1% &acido formico) y fase B (acetonitriio 100%) corridas en gradiente de
concentracion como se establece en el Cuadro 8. El tiempo de corrida para cada una
de las muestras fue de 55min a un flujo de la fase movil 0.5mLmin', el volumen de

inyeccion fue de 20puL del extracto metandlico de fenoles y antocianinas.

Cuadro 8. Gradiente de concentracion para separacion de compuestos fendlicos.

Minuto  Flujo %deA %deB

(ml/min)
0 0.5 98 2
50 0.5 0 100
55 0.5 98 2

6.5.4. Separacion y cuantificacion de giberelinas por Cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC).

Se llevo a cabo por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) acoplado
a un detector de arreglo de diodos, HPLC-PDA, que registré la absorbancia de la
muestra en 205nm. Se utilizé un equipo HPLC Waters® Alliance® 2695 y un detector
de arreglo de diodos Waters™ 2998 equipado con una columna Symetry Cis de
3.5um tamano de particula y de 4.6 x 100 mm de didmetro y largo respectivamente.
Siguiendo el procedimiento recomendado por Vazquez-Barrios (2005) para la
separacion de las dos fracciones F2 y F3 se utilizo un doble gradiente de
concentracion de fase mévil A (agua con 5% de acetonitrilo y 0.01% de acido
fosférico) y fase B (acetonitrilo con 5% de agua y 0.01% de &cido fosférico) (Cuadro

9), la fase mévil corrié a 1mLmin-" en un tiempo de corrida de 35 minutos. El volumen
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de muestra (extracto metandlico) inyectado al equipo HPLC-PDA fue 10ul. Los
tiempos de retencion y espectros de absorcion se compararon con el espectro de un
estandar comercial de giberelinas GAs (Sigma Chemical). Mediante la comparacion
de areas bajo la curva y los espectros de los picos de las muestras con el estandar
comercial (acido giberélico, GAs) se realizé la cuantificacion del compuesto de
interés. Se prepar6 una solucion de GAs a una concentracién de 1mg/mL a partir de
la cual se realizaron diluciones. Cada dilucion fue inyectada por duplicado y se corrid

con el mismo método de analisis en el sistema HPLC-PDA (A=205nm).

Cuadro 9. Gradiente de concentracion para la separaciéon de GAs por HPLC.

Minuto Flujo %de A % de B
(ml/min)
0 1 90 10
15 1 30 70
20 1 30 70
21 1 1 99
28 1 1 99
30 1 90 10
35 1 90 10

6.6. Aislamiento de hongo Sclerotium cepivorum de tierra infestada
El aislamiento del hongo Sclerotium cepivorum fue realizado a partir de tierra

infestada del sitio de produccidn y siguiendo las indicaciones sefialadas por

Papavizas 1972 con modificaciones (Figura 17).
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Figura 17. Aislamiento de esclerocios de Sclerotium cepivorum de tierra infestada.

Para las pruebas de reto de crecimiento del patégeno se pesaron 0.5g de raiz
liofilizada de cada condicion (Coreano 5°C, Coreano TA y Perla TA) y por separado
se tomaron 0.5mL del extracto de cada condicidon y se llevaron a sequedad para
después resuspender en agua destilada estéril. Una vez que se obtuvieron los
extractos de la raiz liofilizada estos se disolvieron en medio Czapeck-Dox esterilizado
que después se coloco en cajas Petri, una vez gelificado el medio y el extracto se
procedié a la siembra del hongo. Cinco dias después se tomo el diametro del micelio
del hongo. Para la realizacion de los extractos se siguié la misma metodologia
descrita para la extraccion de fenoles, antocianinas y giberelinas anadiendo un paso
de eliminacion del metanol en un rotavapor hasta sequedad, el extracto libre de
metanol se resuspendié con un volumen similar de agua destilada estéril. Como
control se inocul6 el hongo en medio Czapeck unicamente y el medio Czapeck sin

indculo.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Crecimiento y desarrollo del cultivo.

El Cuadro 10 resume los datos de numero de hojas, altura de la planta,
diametro del bulbo, peso de la planta e indice de bulbificacion de las plantas de ajo
‘Coreano’ desarrolladas en Cosio Aguascalientes México. El numero de hojas en las
plantas generadas a partir de los bulbos almacenados a 5 °C fue estadisticamente
menor (5 a 7 hojas) respecto de las plantas generadas de bulbos almacenados a

temperatura ambiente (7 a 8 hojas).

Durante los primeros 122 DDS de desarrollo, las plantas generadas de bulbos
almacenados a 5 °C mostraron mayor altura (77.5 cm), mayor peso (106.8 g), mayor
diametro del bulbo (44.8 mm) y mayor indice de bulbificacion (2.7) respecto de las
plantas generadas de bulbos “semilla” almacenados a TA (63 cm, 88.6 g, 31.9 mmy
1.8 de talla, peso, diametro del bulbo e indice de bulbificacion respectivamente). No
obstante al final de sus respectivos ciclos de cultivo el comportamiento se invirtid; las
plantas generadas de bulbos almacenados a TA mostraron mayor diametro del bulbo

y mayor peso que las plantas generadas de bulbos almacenados a 5 °C.

Estos resultados estan de acuerdo con lo encontrado por Lopez-
Hernandez (2010) y por Zavala-Gutiérrez (2011) quienes también sefalaron que las
cosechas se adelantaron para las plantas generadas de bulbos almacenadas a 5°C
y que los rendimientos de produccion fueron menores que los registrados en las

plantas generadas de bulbos almacenados a temperatura ambiente.
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Cuadro 10. Parametros de crecimiento de la planta y bulbo de ajo cv. Coreano durante el
ciclo de cultivo a partir de bulbos semilla previamente almacenados a 5°C y TA.

Numero Alturadela Diametro del IB
Tratamiento DDS de hojas planta (cm) bulbo (mm) Peso (9)

94 7.21b 63.65° 31.14¢ 56.65¢ 2.76°
122 5.34° 77.542 44 .88¢ 106.84bc  2.77°
149  5.11° 80.32 44 590 129.58>  4.34°

5 193 - - ; - -
94 7.07° 49.68¢ 22.67¢ 43.86¢ 1.544
122 8.68° 63° 31.86¢ 88.58° 1.77¢

149 - - ; - -
TA 193  7.45b 79.5b 64.422 168.412  3.72°

Letras diferentes por DDS representan diferencia estadistica significativa por prueba de Tukey (p < 0.05).
DDS: Dias después de siembra TA: Temperatura ambiente IB: Indice de bulbificacion

7.2. Aislamiento de Sclerotium cepivorum de tierra infestada.

El aislamiento se llevd a cabo segun la metodologia propuesta por
Papavizas 1972 con modificaciones y descrita en la seccion de metodologia. El
hongo aislado del suelo del sitio de cultivo fue similar morfolégica vy
microscopicamente al hongo donado por el Laboratorio de Biologia Molecular del
Instituto Tecnoldégico de Celaya (ITC). La Figura 18 muestran las caracteristicas
visuales de las dos cepas de hongos aislados de suelo infestado como el donado por
el ITC.

Figura 18. a) Hongo aislado de suelo infestado en Cosio Ags. y b) Hongo donado por ITC.
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7.2.1. Pruebas de reto del crecimiento del Sclerotium cepivorum en agar adicionado

con extractos fendlicos de raiz de ajo.

Este estudio tuvo la finalidad de investigar, in vitro, si la raiz liofilizada de las
plantas de ajo, de las diferentes condiciones experimentales estudiadas, tenian algun
efecto inhibitorio en el crecimiento del patégeno. El experimento se llevé a cabo en
cajas de Petri con medio solido utilizando el hongo aislado del suelo infestado y raiz
liofilizada molida, ya que se supone que por medio de este 6rgano se induce el
crecimiento del patdgeno y se inicia la infeccion (Coventry et al., 2002, Pérez-Moreno
et al., 2004, Tamire-Zewde et al., 2007, Velasquez et al., 2011, Acosta-Garcia et al.,
2012).

Los experimentos se realizaron por triplicado utilizando un control positivo
que fue: medio Czapeck-Dox inoculado con el hongo Sclerotium cepivorum sin la
adicién de la raiz liofilizada. La raiz liofilizada y molida se agregaba a cada Caja de
Petri con el medio Czapeck-Dox ya estéril y atemperado, una vez disperso el polvo
de laraiz en las cajas Petri con el medio de cultivo se preparaban se dejaban reposar
y se ponia un implante de la colonia del hongo en el centro de cada una de las cajas
Petri. Una vez implantado el patdégeno, las cajas se incubaron durante 5 dias a 16°C.
Después del periodo de incubacion, se midieron los diametros de la colonia micelial

del patégeno.

El Cuadro 11 muestra los diametros de crecimiento del micelio del patdégeno
en medio agar Czapek-Dox adicionado con raices liofilizadas de cada uno de las tres
condiciones de estudio (raices de ajo coreano TA, raices de ajo ‘Coreano’ 5°C y
raices de ajo ‘Perla’) y para cada periodo de muestreo de las plantas. El mayor
desarrollo micelial se observdé en las cajas que fueron adicionadas con raices
liofilizadas de plantas de ajo ‘Coreano’ generadas a partir de bulbos “semilla”
almacenados a temperatura ambiente (37 a 40 mm); un menor desarrollo fue

observado en las cajas con raices liofilizadas de las plantas generadas de bulbos
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“semilla” almacenados a 5 °C durante cinco semanas (28 a 32 mm). El menor
crecimiento fue observado en las cajas con raiz liofilizada de las plantas de ajo ‘Perla’
(18 a 19 mm).

Estos datos confirmaron que la variedad ‘Perla’ tiene mayor capacidad para
controlar el desarrollo del patégeno y confirmé su tolerancia a la enfermedad aunque
no inhibio el crecimiento del hongo por completo. También estos datos muestran que
el almacenamiento de los bulbos “semilla” a 5 °C por cinco semanas indujo un menor
crecimiento micelial en comparacion con el crecimiento mostrado por las raices de
plantas generadas de bulbos almacenados a TA. Lo cual parece indicar una

induccion de tolerancia al patdogeno por efecto del almacenamiento a 5 °C.

En estos experimentos la cantidad de inéculo fue aproximadamente
constante; por ello no se observaron diferencias significativas en el crecimiento
micelial respecto de las edad de las muestras donde se tomaron las raices (Cuadro
11) por lo que se puede decir que el efecto de la raiz tuvo un efecto similar sobre el

crecimiento del hongo en las diferentes fechas de toma de muestras.

Como se ha indicado, estos datos se generaron a partir de experimentos con
niveles de inéculo del patéogeno relativamente constantes y por ello no fue posible
identificar el efecto que Ponce-Herrera et al (2008) observaron en estudios en campo
con cultivos de cebolla en los cuales indicaron que bajo tres diferentes densidades
de inoculo (baja, media y alta), el porcentaje de infestacion de la enfermedad fue

directamente proporcional al nivel de inoculo del patégeno.
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Cuadro 11. Crecimiento diametral micelial (mm) in vitro de Sclerotium cepivorum en raiz
liofilizada durante el desarrollo del cultivo.

Crecimiento micelial (mm) DDS
Tratamiento 94 122 149
5 32.27 £ 0.49° 30.66 + 0.32° 28.28 + 035°
TA 40.37 + 0.662 38.06 + 0.37° 37.16 £ 0.41°
P 18.8 £ 0.64° 20.38 + 0.46° 18.24 £ 0.36°

Letras diferentes por DDS representan diferencia estadistica significativa por prueba de Tukey (p < 0.05).
DDS: Dias después de siembra 5: Alimacenados a 5°C TA: Temperatura ambiente P: Ajo Perla

La Figura 19 muestra visualmente el crecimiento del patégeno en las cajas
de Petri para las tres condiciones analizadas y diferentes dias de toma de muestras
y en comparacion con el cultivo control. En los tres muestreos se observé un menor
diametro micelial del hongo para las raices de ajo Perla (P) seguido de las raices de
ajo coreano almacenado a 5 °C (5) y un mayor diametro en las raices de ajo Coreano
almacenado a TA. Esto confirma la mayor tolerancia del ajo Perla y la induccién de

tolerancia del almacenamiento a 5 °C en el ajo Coreano.

Figura 19. Hongo inoculado en placas con agar Czapek-Dox adicionado con raiz liofilizada
durante el desarrollo del cultivo. DDS: Dias después de siembra. TA: Raiz de ajo almacenado
a temperatura ambiente, 5: Raiz de ajo almacenado a 5°C, P: Raiz de ajo Perla. El control
fue medio Czapek-Dox y el inéculo.
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Es importante mencionar que en los experimentos de campo donde se
sembraron los ajos que fueron almacenados a 5°C, no se presento la enfermedad de
pudricion blanca causada por Sclerotium cepivorum (Figura 20); en cambio en los
ajos almacenados a TA, se observaron manchones de plantas enfermas que fueron
atacadas por este hondo dejando plantas muertas enfermas. En el campo esta
enfermedad se presentd en las ultimas etapas fenologicas de la planta, lo que
coincide con lo mencionado por Ponce-Herrera et al. (2008), quienes mencionan que
independientemente de la densidad de indculo la incidencia del patdégeno es mayor

en las ultimas etapas de desarrollo de la planta.

Figura 20. Campo donde se sembraron los ajos almacenados a 5°C libre de pudricion
blanca.

7.3. Cambios en el Contenido de fenoles en bulbos y raices durante el

desarrollo.

Los cambios en el contenido de fenoles totales asi como su caracterizacion
semi cualitativa se llevé a cabo por métodos espectrofométricos y por analisis de los
perfiles cromatograficos de los cromatogramas obtenidos por HPLC. Se analizaron

extractos metandlicos de bulbo y raiz de las plantas de ajo sujetas a las condiciones
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de estudio indicadas. Ambos extractos tanto de bulbo como de raiz fueron utilizados

para el analisis espectrofotométrico y cromatografico.

7.3.1. Cambios en el Contenido de Fenoles totales en raiz y bulbo de plantas de ajo
durante su desarrollo.

El andlisis de varianza del contenido de fenoles totales de cada uno de los
organos estudiados, en las tres fechas de muestreo y para cada uno de los factores

en estudio indico los valores de probabilidad que se registran en el Cuadro 12.

Cuadro 12. Valores de probabilidad de significancia estadistica del contenido de fenoles
totales en bulbos y raices de plantas de ajo en diferentes condiciones de estudio.

Factor de variacion Bulbo Raiz
Tratamiento <.0001 <.0001
Muestreo <.0001 <.0001
Tratamiento*muestreo <.0001 <.0001

Todos los factores de estudio fueron altamente significativos para ambos
organos estudiados. Los bulbos de ajo Coreano procedentes del almacenamiento a
5 °C mostraron los niveles mas altos de fenoles totales (0.22 mg EAG/g m.s.)
mientras que los bulbos de ajo Coreano procedentes del almacenamiento a TA
fueron iguales estadisticamente a los bulbos de ajo Perla (0.13 y 0.15 mg EAG/g m.s.
respectivamente). Asi mismo los Bulbos de las muestras analizadas en el primer
muestreo registraron los valores mas altos (0.27 mg EAG/g m.s.) seguidos por las
muestras del segundo muestreo (0.13 mg EAG/g m.s.) y finalmente por los bulbos
del tercer muestreo (0.10 mg EAG/g m.s.). Respecto a las interacciones
tratamiento*muestreo; los bulbos procedentes del primer muestreo (94 DDS) de las
plantas procedentes de ajo Coreano generadas del almacenamiento a 5 °C
mostraron los valores mas altos (0.39 mg EAG/g m.s.) y estos fueron
estadisticamente diferentes del contenido de fenoles totales del tercer muestreo tanto

de bulbos de ajo Coreano generados de plantas de TA y de los bulbos de ajo Perla
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(0.07 y 0.11 mg EAG/g m.s. respectivamente). Indicandose con esto que el
almacenamiento de los bulbos “semilla” de ajo Coreano indujo una mayor
acumulacion de fenoles en el bulbo respecto del acumulado por los bulbos de las
plantas TA. Esa acumulacion de fenoles fue mayor que el registrado por el ajo Perla

pero que esta acumulacién disminuye conforme transcurre el ciclo de cultivo.

Para el caso de las raices, el tratamiento mostré también efectos altamente
significativos; las raices de las plantas de ajo Perla mostraron los contenidos mas
altos de fenoles (0.76 mg EAG/g m.s.) seguido de las raices de ajo Coreano
procedentes de plantas almacenadas a 5 °C (0.46 mg EAG/g m.s.) y finalmente las
raices de las plantas generadas del almacenamiento a TA mostraron los valores mas
bajos (0.38 mg EAG/g m.s.). Esto sefial6 que las raices en cualquiera de los sistemas
analizados tienen contenidos mas altos de fenoles respecto de los contenidos en los
bulbos. En cuanto al efecto del factor tiempo de muestreo, en el muestreo 1 (94 DDS)
se registraron los valores mas bajos (0.44 mg EAG/g m.s.) y los valores mayores se
encontraron a los 122 y 149 DDS (0.57 y 0.59 mg EAG/g m.s.) los cuales fueron
iguales entre si. Esto muestra que el comportamiento de acumulacion de fenoles en
raices es inverso al mostrado por los bulbos. En cuanto a las interacciones
tratamiento muestreo, las raices del ajo Perla en las tres fechas de muestreo fueron
las que registraron los valores mas altos de fenoles (0.60, 0.97 y 0.72 para los
muestreos 1, 2 y 3 respectivamente) mientras que las raices de las plantas
generadas del almacenamiento a TA en los muestreos 1y 2 fueron las que mostraron
los valores mas bajos (0.31 y 0.37 mg EAG/g m.s.) siendo estadisticamente iguales
entre si. Las raices de las plantas generadas del almacenamiento a 5 °C mostraron
valores intermedios a estos (0.40, 0.45 y 0.53 mg EAG/g m.s. para los muestreos 1,
2 y 3 respectivamente). Estos resultados parecen explicar el crecimiento micelial in

vitro del patogeno discutido en la seccidn anterior.

Los mayores contenidos de fenoles en bulbos de ajo Coreano procedentes
del almacenamiento a 5 °C también ha sido informado por Zavala-Gutiérrez, (2011)

y por Dufoo-Hurtado et al., (2013) quienes también indicaron que la mayor sintesis
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de estos compuestos se debié a una sobreexpresion del gen de la Fenil alanin
amonio liasa (PAL) durante el periodo de almacenamiento de los dientes semilla.
Esta acumulacion de fenoles en la raiz podria presentar una ventaja para las plantas
generadas del almacenamiento a 5 °C para superar el ataque de microorganismos

en el campo y en particular resistir el ataque de la pudricion blanca.

El alto contenido de fenoles totales en raiz del ajo cv Perla durante el
desarrollo del cultivo también da soporte para explicar por qué esta variedad posee
una mayor tolerancia al ataque del hongo Sclerotium cepivorum y en consecuencia

a una menor incidencia de pudricion blanca en campo.

Dufoo et al., (2013) informaron también un mayor contenido de fenoles en
las catafilas (tunicas) separadas de los bulbos en la condicion de 5°C (1.87-3.24 mg
EAG/g) seguido de las catafilas de TA (0.61-2.61 mg EAG/Q); esto muestra que
también hay una distribucién diferencial de estos compuestos en diferentes zonas de
la planta. Cabe mencionar que la muestra que se utilizé en este estudio incluia tanto
el bulbo y la tunica de cada condicién y raiz liofilizada. Otros autores, (Bilijana-Bozin
et al.,, 2008) han informado un mayor contenido de fenoles en bulbos (0.98 mg

EAG/g) probablemente debido a un mayor tiempo de extraccion utilizado (76 h).

El Cuadro 13 y la Figura 21 muestran los cambios en el contenido individual
de fenoles y la comparacién de medias en bulbos de las diferentes condiciones de
estudio y diferentes periodos de muestreo. Los contenidos tendieron a disminuir a
medida que avanzd el desarrollo y que los bulbos de plantas generadas del
almacenamiento a 5 °C mostraron los mayores valores en todos los periodos de

muestreo.
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Cuadro 13. Contenido de fenoles en bulbo de ajo en diferentes DDS segun el tratamiento.

Tratamiento DDS
Bulbos 94 122 149 179 193 CURADOS
B5 0.394 £0.112  0.147 £0.222 0.11x0.012 0.162 £ 0.003°
BTA 0.193+ 0.02® 0.113+0.03%  0.0720+0.01®  0.063 +0.008  0.096 + 0.004 0.124 + 0.006°
BP 0.210+0.03* 0.130+ 0.03°  0.110 +0.03° 0.099 + 0.01 0.188 + 0.0062

Letras diferentes por DDS representan diferencia estadistica significativa por prueba de Tukey (p < 0.05). DDS:
Dias después de siembra B5: Almacenados a 5°C BTA: Temperatura ambiente BP: Ajo Perla
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0.4

0.3 H B5

b T mBTA
0.2 T l a a

b a
- a a - BP
= T a - ¢
| b
0.1 + B I I
193

CURADOS

mg EAG/g m.s

94 122 149 179
DDS

Letras diferentes indican diferencias significativas en los dos tratamientos por prueba Tukey (p < 0.05). B5: Bulbos
5°C, BTA: Bulbos a temperatura ambiente y BP: Bulbos Perla. DDS: Dias después de siembra.

Figura 21. Contenido de fenoles totales en bulbo durante el desarrollo del cultivo.

El Cuadro 14 y la Figura 22 muestran los cambios en el contenido individual de
fenoles y la comparacién de medias en raices de las diferentes condiciones de
estudio y diferentes periodos de muestreo. Los contenidos tendieron a aumentar a
medida que avanzo el desarrollo y las raices de plantas de ajo Perla mostraron los
mayores valores en todos los periodos de muestreo, mientras que las raices de

plantas del almacenamiento TA mostraron los valores mas bajos.
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Cuadro 14. Contenido de fenoles en raiz en los diferentes DDS segun el tratamiento.

Tratamiento DDS
Raiz (mg 94 122 149 179 193
EAG/g m.s)
R5 0.404 £0.02> 0.447 +£0.07° 0.529 + 0.004°
RTA 0.317 £0.04¢ 0.377 £0.02° 0.460 +£0.006° 0.585+0.18 0.670 +0.07
RP 0.600 £0.052 0.968+0.08 0.724 +£0.0082 0.942 +0.06

Letras diferentes por DDS representan diferencia estadistica significativa por prueba de Tukey (p < 0.05). DDS:
Dias después de siembra R5: AlImacenados a 5°C RTA: Temperatura ambiente RP: Ajo Perla
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E a -
3 Il b m RS
¢ 0.6
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L b b B RTA
2 04 c
S T RP
0.2
0
94 122 149 179 193

DDS

Letras diferentes por DDS representan diferencia estadistica significativa por prueba de Tukey (p < 0.05). DDS:
Dias después de siembra R5: Almacenados a 5°C RTA: Temperatura ambiente RP: Ajo Perla

Figura 22. Contenido de fenoles totales en raiz durante el desarrollo del cultivo.

El ajo Perla muestra una mayor tendencia para incrementar los contenidos
de fenoles sin haber sido sometido a procesos de refrigeracion de sus dientes
“semilla”. Por su parte el ajo Coreano mostrd esta misma tendencia, no obstante, los
valores registrados no superaron los contenidos mostrados por las raices del ajo
Perla aunque las raices de ajos generados del almacenamiento a 5 °C estuvieron

por arriba de aquellos generados por el almacenamiento a TA.
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7.3.2. Perfil cromatografico de Fenoles por HPLC.

A partir de cada uno de los cromatogramas generados por el equipo HPLC
Waters® Alliance® 2695 y el detector de arreglo de diodos Waters™ 2998, se
registraron las areas de cada uno de los picos utilizando las absorbancias de la

muestra a 280 y 320nm.

Los datos de area de todos los picos, de sus tres replicas, de todas las
condiciones de estudio y para todos los periodos de muestreo se analizaron bajo dos
criterios; comparar las sumatorias de area total de todos los picos detectados entre
cada una de las condiciones de estudio y comparar los perfiles cromatograficos de

cada una de las condiciones de estudio.

El primer criterio de comparacion sirve para analizar si el area total de picos
explica los contenidos de fenoles totales en cada una de las condiciones de estudio
y el segundo criterio servira para detectar si existen picos diferentes (fenoles) en cada

uno de las condiciones de estudio.

Las areas detectadas por el equipo se registraron a dos longitudes de onda
(280nm y 320nm) tanto en bulbo como en raiz. Las Figuras 23 y 24 muestran los
cambios de area total de los picos para los bulbos y raiz registrados a 280 nm durante
el desarrollo de las plantas y las Figuras 25 y 26 muestran esos mismos cambios en

ambos dérganos para las areas detectadas a 320 nm.

El area total de los fenoles en los bulbos y raices en ambas longitudes de
onda, siguié un comportamiento muy parecido al registrado por el contenido de
fenoles totales descrito en la seccién anterior. Los bulbos mostraron mayor area en
el primer muestreo (94 DDS) que disminuy6 a medida que transcurrio el desarrollo
del cultivo (Figuras 23 y 25), de igual forma también los bulbos de plantas de ajo
Coreano generadas del almacenamiento a 5 °C mostraron una mayor area que la

registrada por los bulbos de las plantas generadas del almacenamiento a TA. Estos
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datos confirmaron los resultados de fenoles totales obtenidos por el método espectro

foto métrico.

De manera similar, el area total de los fenoles de las raices en ambas
longitudes de onda, también siguié un comportamiento muy parecido al registrado
por su contenido total de fenoles descrito en la seccidén anterior (Figuras 24 y 26).
Las areas totales de los fenoles tendieron a incrementarse a medida que transcurrio
el desarrollo de las plantas, siendo mayor el area para las muestras de ajo Perla.
Durante los primeros dos muestreos (94 y 122 DDS), las raices de las plantas
generadas del almacenamiento a 5 °C mostraron valores de area mayor que las

areas registradas por las raices de las plantas TA.

Estos resultados indican que el pre-acondicionamiento por 5 semanas a 5°C
de los bulbos semilla del ajo Coreano, antes de la siembra, incrementa el proceso de
sintesis de fenoles en las primeras etapas de desarrollo del cultivo y en ambos tipos
de drganos lo cual podria explicar la mayor tolerancia de estas plantas al ataque de
organismos patdégenos como el Sclerotium cepivorum. También las mayores areas
registradas para los 6rganos del ajo Perla confirman su mayor tolerancia de esta

variedad hacia esa enfermedad.
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Letras diferentes indican diferencias significativas en los dos tratamientos por prueba t de Student (p < 0.05).
5:5°C, TA: temperatura ambiente y P: Perla. DDS: Dias después de siembra.

Figura 23. Area total de picos de fenoles a 280nm en bulbos de ajo Coreano de plantas
generadas del almacenamiento a 5 °C (B5) o TA (BTA) y bulbos de ajo Perla (BP).
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Letras diferentes indican diferencias significativas en los dos tratamientos por prueba t de Student (p < 0.05). 5:
5°C, TA: temperatura ambiente y P: Perla. DDS: Dias después de siembra.

Figura 24. Area total de picos de fenoles a 280nm en raices de ajo Coreano de plantas
generadas del almacenamiento a 5 °C (B5) o TA (BTA) y raices de ajo Perla (BP).
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Letras diferentes indican diferencias significativas en los dos tratamientos por prueba t de Student (p < 0.05). 5:
5°C, TA: temperatura ambiente y P: Perla. DDS: Dias después de siembra.

Figura 25. Area total de picos de fenoles a 320 nm en bulbos de ajo Coreano de plantas
generadas del almacenamiento a 5 °C (B5) o TA (BTA) y bulbos de ajo Perla (BP)
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Letras diferentes indican diferencias significativas en los dos tratamientos por prueba t de Student (p < 0.05). 5:
5°C, TA: temperatura ambiente y P: Perla. DDS: Dias después de siembra.

Figura 26. Area total de picos de fenoles a 320nm en raices de ajo Coreano de plantas
generadas del almacenamiento a 5 °C (B5) o TA (BTA) y raices de ajo Perla (BP)
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En cuanto a los perfiles cromatograficos registrados, las Figuras 27 y 29
muestran los cromatogramas obtenidos para los bulbos a 280 y 320 nm; mientras
que las Figuras 28 y 30 muestran los perfiles para las raices a esas mismas
longitudes de onda. De forma general estos perfiles confirman lo anotado en los
analisis de las areas totales descrito anteriormente. No obstante, la observacion mas
detallada de cada uno de los 6rganos a las diferentes longitudes de onda permite
sefalar que hubo cambios cualitativos y cuantitativos en los perfiles de cada uno de
los 6rganos y en cada una de las condiciones estudiadas, es decir algunos picos
incrementan o disminuyen sus areas conforme transcurre el desarrollo y en otros
casos aparecen o desaparecen picos en las distintas condiciones de estudio o
durante el desarrollo. También la longitud de onda escogida para la deteccién de
estos picos permitié incrementar o disminuir la resolucién de los picos pero también
algunas veces descubre nuevos picos que no se observan en alguna de las

longitudes de onda.
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Figura 27. Perfiles de los Cromatogramas de fendles de bulbos de ajo durante el desarrollo
a 280nm. Linea roja: Coreano 5 °C, linea azul: Coreano TA, linea verde: Perla P. a) 94 DDS,

b) 122 DDS, c) 149 DDS, d) Curados.
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28. Perfiles de los Cromatogramas de fenoles de raices de ajo durante el desarrollo

a 280nm. Linea roja: Coreano 5 °C, linea azul: Coreano TA, linea verde: Perla P. a) 94 DDS,
b) 122 DDS, c) 149 DDS, d) Curados.
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Figura 30. Perfiles de los Cromatogramas de fenoles de raices de ajo durante el desarrollo
a 320nm. Linea roja: Coreano 5 °C, linea azul: Coreano TA, linea verde: Perla P. a) 94 DDS,
b) 122 DDS, c) 149 DDS.

Debido a que no fue posible identificar los picos con los estandares
disponibles, se procedié a realizar un escrutinio en todos los cromatogramas
obtenidos para identificar si habia diferencias en cuanto a la presencia o no de
algunos picos durante el desarrollo y asi determinar si esa presencia 0 ausencia era
atribuible a las diferentes condiciones de estudio. El escrutinio se realizé en el
conjunto de picos que mostraron las areas mayores, (1 hasta 10 X 108 para bulbos,
y de 5 hasta 70 X 108 para raices). El escrutinio se realizé con 17 picos en bulbo y

15 picos en la raiz.

Los cuadros 15 y 16 muestran los tiempos de retencidn de los picos de bulbo
y raiz respectivamente donde se anota con asterisco aquellos que desaparecen
durante las diferentes fechas de analisis mientras que los que no tienen esa
anotacion indica la presencia de los mismos. Los bulbos de ajo ‘Perla’ (BP)
presentaron el menor numero de picos que desaparecieron (5) a los que les siguio
los bulbos de plantas generadas de “dientes semilla” almacenados a 5 °C (B5) donde
no se observaron 7 picos, mientras que los bulbos de “dientes semilla” almacenados
a TA (BTA) no mostraron 9 picos (Cuadro 15). Dado que el ajo ‘Perla es tolerante a

la pudricion blanca, y que los bulbos B5 adquirieron cierta tolerancia; un criterio de
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utilidad de esta tabla seria que los fenoles que no se encuentran en los Bulbos BTA

en las primeras etapas de desarrollo podrian ser compuestos candidatos a explicar

la tolerancia a la enfermedad. En este sentido, los picos con tiempos de retencion de

17.88 y 20.67 min podrian ser candidatos para explicar la tolerancia a esta

enfermedad. No obstante, hace falta trabajo para comprobar ésta hipotesis.

Cuadro 15. Resumen de picos de fenoles que aparecen o no durante el desarrollo de bulbos
de plantas de ajo generadas de “dientes semilla” almacenados a 5 °C y TA.

TRAT.

BS

BTA

BP

TR/DDS 94

C

94 122

149 C 94

122 149 C

13.276
14.061
15.008
17.203
17.883 *
18.342
19.021
19.507
20.67
23.49
24.267
25.882
28.676
29.108
38.027
38.71
39.377

122 149

*

*

*

*

TR: tiempo de retenciéon TRAT.:tratamiento DDS:Dias después de siembra C:Curado

B5: Bulbo almacenado a 5°C BTA:Bulbo almacenado a TA BP:Bulbo Perla
*Picos que desaparecen en los diferentes DDS.

Para el caso de las raices, los picos 19.7, 23.3 y 24.2 podrian tener interés

para explicar la susceptibilidad de las plantas RTA (Cuadro 16). No obstante, también

la concentracion de todos y cada uno de los compuestos puede ser parte de la

explicacion a la susceptibilidad o tolerancia al patégeno.
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Cuadro 16. Resumen de picos de fenoles que aparecen o no durante el desarrollo de raices
de plantas de ajo generadas de “dientes semilla” almacenados a 5 °C y TA.

TRAT. R5 RTA RP
TR 94 122 149 94 122 149 94 122 149
17.643 * *
18.156 * * * * *
18.315 ~
18.716
19.735 *
20.31
23.379 * *
24.209 *
24.626
25.175
25.616
29.021
29.436 * * *
31.462
32.052 * * *

TR: tiempo de retencion TRAT.:tratamiento DDS:Dias después de siembra C:Curado
B5: Bulbo almacenado a 5°C BTA:Bulbo almacenado a TA BP:Bulbo Perla
*Picos que desaparecen en los diferentes DDS.

A efecto de explorar si los picos de fenoles con tiempos de retencion de
19.7, 23.3 y 24.2 minutos en raices de las diferentes muestras senalaban una
diferencia de abundancia en los diferentes condiciones de estudio; se analizé por
separado dicha abundancia (area bajo la curva) a los 94 y 122 dias después de la
siembra. La Figura 31 indica que las raices de plantas generadas de “dientes semilla”
almacenada a 5 °C (R5) tuvieron una mayor area de esos tres fenoles en
comparacion con las raices de las plantas generadas de “dientes semilla”
almacenados a temperatura ambiente (RTA) y sus valores fueron comparables con
la abundancia mostrada por las raices de ajo ‘Perla’ (RP). Esto parece apoyar de
manera presuntiva que estos tres fenoles podrian ser responsables de la mayor
tolerancia a las enfermedades por parte del ajo ‘Perla’ y la tolerancia inducida por el

almacenamiento a 5 °C en el ajo ‘Coreano’.
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No obstante, lo anterior debe ser comprobado con mas experimentacion e

identificacion de los compuestos fendlicos sefalados.

HR594

I ERTA 94

3
I mRP 94
| = RS 122
I . RTA 122
RP 122
0 -,
19.7 233 24

.2

N

Area (1x108) (uV*s)

Tiempo de retencién

R5: Raiz de dientes almacenados a 5°C

RTA: Raiz de dientes almacenados a TA (Temperatura ambiente)

RP: Raiz de dientes Perla.

94, 122: DDS (Dias después de siembra)

Figura 31. Tiempos de retencidon que no aparecen en TA a los 149 DDS.

7.4. Cambios en el contenido de antocianinas en los bulbos de ajo.

Con el acondicionamiento a 5°C durante 5 semanas antes de la siembra
aumentd el color morado de los bulbos (Figura 32) durante el crecimiento de las
plantas y en los bulbos cosechados, lo que indica que el proceso de acumulacién de
antocianinas se vio afectado por el acondicionamiento en frio. Este cambio de color
se considera un rasgo positivo en la calidad, ya que el color morado es muy apreciado

en el mercado nacional.
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Figura 32. Bulbos de ajo Coreano generados del almacenamiento a 5 °C (a) o almacenados
a TA (b) y bulbos de ajo Perla (c).

El Cuadro 17 muestra el contenido de antocianinas y su comparacion de medias
entre las diferentes condiciones de estudio mientras que la Figura 33 muestra los
cambios de este componente durante el desarrollo en las condiciones de este
estudio. Conforme transcurri6 el desarrollo de la planta el contenido de antocianinas
disminuy6 para las tres condiciones del estudio, siendo mayor el contenido en los
bulbos de las plantas de ajo Coreano generadas del almacenamiento a 5°C a los que
le siguieron los bulbos de las plantas de esa misma variedad generadas del
almacenamiento a TA y finalmente por los bulbos del ajo Perla. Estos datos confirman
por qué el ajo Coreano tiene su color morado caracteristico asociado a su contenido
de antocianinas mientras que el ajo Perla, al ser una variedad blanca, muestra menor

contenido de antocianinas.

Cuadro 17. Comparacién de medias del contenido de antocianinas totales en bulbos con
tunicas de ajo Coreano y Perla durante su desarrollo del cultivo.

Tratamiento DDS
mg C3G/g
m.s 94 122 149 179 193 CURADOS
B5 2.41+0.392 0.69+0.077 0.50+0.02° 0.48 + 0.06°
BTA 1.67 £0.24> 0.51+£0.10° 0.34 £0.02> 0.34 £0.07 0.50+0.01 0.34 £ 0.04°
BP 0.87 £+0.20° 0.42+0.01° 0.21+£0.01° 0.16 £0.03 0.21 £0.01¢

Letras diferentes representan diferencia estadistica significativa por prueba de Tukey (p < 0.05). B5: Bulbos de
ajo Coreano a 5°C, BTA: bulbos de ajo Coreano a TA y BP: Bulbos de ajo Perla. DDS: Dias después de siembra.
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Letras diferentes representan diferencia estadistica significativa por prueba de Tukey (p < 0.05). 5: 5°C, TA:
temperatura ambiente y P: Perla. DDS: Dias después de siembra.
Figura 33. Cambios en el contenido de antocianinas totales durante el desarrollo de bulbos

de ajo Coreano y Perla Bajo las tres condiciones de estudio.

Los contenidos de antocianinas para los bulbos de ajo Coreano registrados
en este estudio coinciden con lo reportado por Dufoo et al., (2013) quienes reportaron
mayores contenidos de antocianinas en tunicas de ajo Coreano (0.380-1.136 mg
C3G/g) generados de bulbos “semilla” almacenaos a 5°C en comparacion de las
tunicas de bulbos de la misma variedad generados de bulbos “semilla” almacenados
a TA (0.103-0892 mg C3G/g).

Los menores contenidos de antocianinas observados en la variedad Perla
confirman su caracteristica de variedad blanca; no obstante también muestra que
aunque con menor contenido de estos compuestos, tiene la capacidad de sintesis de
los mismos y puede posiblemente potenciarla si las condiciones ambientales se
cambian como lo demostr6 Galaz-Pérez (2009) en ajo California late (variedad
blanca) quien indujo la pigmentacion morada cuando el crecimiento de la planta

estuvo sometida a condiciones de frio (0 y 5 °C) durante 30 dias de desarrollo.
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No obstante, el menor contenido de antocianinas y la mayor tolerancia del
ajo Perla a la pudricion blanca; parecen indicar que no existe una relacion directa de

la presencia de estos compuestos con la tolerancia a esta enfermedad.

7.5. Cambios en el contenido de Giberelinas (GAs) durante el desarrollo.

El mayor contenido de compuestos fendlicos en las plantas de ajo Coreano
generadas de bulbos “semilla” almacenadas a 5 °C, especialmente en las primeras
etapas de desarrollo, planteo la necesidad de correlacionar estos datos con el
desarrollo de la planta y de manera particular con los cambios en su contenido de

giberelinas.

La figura 34 muestra un cromatograma tipico de un extracto de giberelinas
de una muestra de ajo el cual muestra plena coincidencia con los cromatogramas
reportados por Lépez-Echeverria (2004), Meza-Hernandez (2005), Utrilla-Vazquez
(2008), y Rodriguez-Lerma (2013), en muestras de brotes de ajo de diferentes
variedades (Taiwan, Chino, Perla y Coreano). Mediante comparaciones de los
espectros de absorcion de los picos de las muestras contra el espectro del estandar
de GAs se observo que solamente dos picos o fracciones mostraron un espectro
similar al mostrado por el estandar GAs, los cuales fueron denominados fracciones
F2 y F3 con tiempos de elucion de 22.7 y 23.7 minutos respectivamente. Vazquez-
Barrios (2005), Lopez-Echeverria (2004) y Rodriguez-Lerma (2013), utilizando un
bioensayo con semillas de trigo, confirmaron que dichas fracciones tenian actividad
giberélica. Este trabajo confirma esos resultados y también sefala que la variedad
Perla muestra cromatogramas similares lo que confirma que dichas fracciones estan

presentes en estos bulbos.
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Figura 34. Cromatograma tipico de extracto metandlico de GAs de bulbos de ajo Cv.
Coreano.

Aunque se ha demostrado la actividad de giberelinas de esas fracciones no
se ha demostrado que estas sean giberelinas GA3 lo cual contrasta con otros autores
como Arguello et al., (2001) quienes describen el comportamiento de GAs encontrado
en bulbillos obtenidos por cultivo in vitro de meristemos de ajo; y de Guo et al., (2012)
quienes también muestran los cambios de concentracion de GAs en las hojas de ajo

cv Zhengyuezao.

7.5.1. Cambios en el contenido de GAs durante el desarrollo de la planta.
El cuadro 18 muestra la comparacion de medias del contenido de las

fracciones F2 y F3 durante el desarrollo del cultivo de ajo en diferentes condiciones

de estudio.
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Cuadro 18. Contenido de fracciones F2 y F3 durante el desarrollo del cultivo.

Fracciones DDS
(mg eq.
GA3/100g
m.s.) 94 122 149 179 193 CURADOS
F2 (5°C) 10.576 £ 1.732 9.556+0.462  3.056 + 0.112 - - 1.531 + 0.05°
F3 (5°C) 27.318 £3.282 21552 +2.462 10.730 + 0.442 - - 4.376 £ 0.242
F2 (TA) 14111 +2532 9927+0.312 2.188+0.48> 0.390+0.39 0.675+0.11 1.284 +0.33
F3 (TA) 25423 +0.052 19.029+0.912 7.563+0.85° 1.408+1.07 2.037+0.12 3.234+0.75?
F2 (P) 20.755+1.53 14.761+256  5.354+1.33 0.077 £0.07 - 2.082 + 0.02
F3 (P) 30.313+1.33 25.133+3.35 25284+3.10 0.869+0.12 - 6.461 + 0.63

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas en los dos tratamientos por prueba t de
Student (p < 0.05). DDS: dias después de la siembra.

Durante todo el desarrollo, el contenido de la fraccion F3 fue mayor que la
fraccidn F2 y ambas fracciones muestran un decremento durante el ciclo de cultivo
Este comportamiento coincide de forma general con lo reportado con Utrilla-Vazquez
(2008); no obstante, esta autora describe tal decremento a partir de los 175 dias de
desarrollo en plantas generadas del almacenamiento a TA, mientras que en este
estudio inicio desde los 94 dias. La fraccion F2 fue mayor de los 94-122 DDS en TA
y a los 149 DDS mayor en 5°C. También se observa claramente que la fraccion F3
fue mayor en las muestras de plantas generadas bajo almacenamiento a 5°C
respecto del contenido de las plantas almacenadas a TA. Esto pudiera sugerir que
esta fraccion pudiera tener una mayor participaciéon en el rapido desarrollo de las

plantas de ajo generadas del almacenado a 5°C por 5 semanas.

Debido a que las giberelinas estan relacionadas con el desarrollo de plantas
y que los tratamientos aplicados pueden tener un efecto en el desarrollo de las
mismas y los bulbos, se realizd una correlacién grafica entre el contenido de las
fracciones con actividad de giberelinas y el indice de bulbificacién durante el ciclo del
cultivo. Las figuras 35 y 36 muestran los cambios de las dos fracciones F2 y F3
respectivamente en los bulbos cv Coreano y Perla con los indices de bulbificacion de
las plantas de ajo Coreano bajo las dos condiciones de almacenamiento de sus

bulbos “semilla”. Como ya se anotd previamente, el contenido de la fraccion F3 fue
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mayor que F2 y las dos fracciones tendieron a disminuir durante el ciclo de desarrollo

del cultivo.

Un aspecto importante muestran estas graficas es que cuando inicia la
diferenciacién del bulbo, el contenido de giberelinas disminuye, lo cual es légico si se
considera que el desarrollo del bulbo es parte del proceso de inicio de letargo de la
planta y por tanto el crecimiento vegetativo se ve frenado. Meza-Hernandez (2005)
menciond que la F3 puede estar directamente relacionada con el crecimiento de la
planta, aunque no se puede descartar una interrelacion con la otra fraccion debido a
que las dos fracciones muestran un comportamiento que pudiera explicar el

crecimiento.
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Letras diferentes indican diferencias significativas en los dos tratamientos por prueba t de Student (p < 0.05).
Figura 35. Contenido de F2 e indice de bulbificacion (IB) en bulbos durante el desarrollo. 5:
bulbos almacenados a 5°C, TA: Bulbos almacenados a temperatura ambiente y P: bulbos cv
Perla. IB solo para cv Coreano.
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Letras diferentes indican diferencias significativas en los dos tratamientos por prueba t de Student (p < 0.05).
Figura 36. Contenido de F3 e indice de bulbificacion (IB) en bulbos durante el desarrollo. 5:
bulbos almacenados a 5°C, TA: Bulbos almacenados a temperatura ambiente y P: bulbos cv
Perla. IB solo para cv Coreano.
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VIII. CONCLUSIONES

Los bulbos de plantas almacenados a 5°C mostraron un ciclo de desarrollo
mas corto (149 DDS) que las plantas de bulbos almacenados a TA (193 DDS). No
obstante al final del ciclo de cultivo, las plantas 5C tuvieron menor numero de hojas,

menor peso y menor diametro del bulbo.

Las pruebas de inhibicion del crecimiento del hongo con raiz liofilizada in vitro
mostraron una mayor inhibicion del crecimiento del patégeno por las raices de ajo cv
Perla, al que le siguid las raices de ajo Coreano generadas de bulbos “semilla”
almacenados a 5°C. Las raices de bulbos almacenados a TA, mostraron la menor
inhibicion del crecimiento lo que indicd que la refrigeracion previa del ajo Coreano
puede ser una alternativa para disminuir del ataque del hongo Sclerotium cepivorum

en el campo.

El contenido de fenoles totales fue mayor en la variedad Perla lo cual parece
estar asociado a su mayor tolerancia a la pudricion blanca. El proceso de
acumulacion de compuestos fendlicos fue diferente en bulbos y raices; en bulbos
decrecio durante el desarrollo mientras que en raices incrementé dentro el mismo
ciclo. Esto puede tener implicaciones en el proceso de infeccion de la pudricidon

blanca.

El almacenamiento de los bulbos “semilla” a 5 °C en ajo Coreano indujo una
mayor sintesis de compuestos fendlicos lo cual parece inducir una mayor tolerancia
a la pudricién blanca. Estos datos parecieron confirmarse con las pruebas de reto de

crecimiento del patdégeno in vitro.
La induccién de la sintesis de compuestos fendlicos por medio del

almacenamiento en refrigeracion puede ser una alternativa para reducir el ataque o

la incidencia de pudricion blanca en campo.
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La mayor sintesis, en raices, de fenoles con tiempos de retencién de 19.7,
23.3 y 24.2 min pueden tener importancia como parte del proceso de induccion de

tolerancia a la pudricion blanca.

Los contenidos de antocianinas no estuvieron correlacionados con la

tolerancia a la pudricion blanca.

En todas las fechas de muestreo, la fraccién F3 con actividad de giberelinas,
fue mas alta en las muestras de plantas generadas de “dientes semilla” almacenados
a 5°C en comparacion con las muestras de plantas generadas del almacenamiento
a TA. Lo cual sugiere que esta fraccion pudiera explicar el rapido desarrollo de las
plantas de ajo generadas de bulbos “semilla” almacenados a 5 °C, pudiendo ser este

un factor por el cual se adelanta el desarrollo y la cosecha.
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X. ABREVIATURAS

5: Ajo cultivar Coreano almacenado a 5°C

TA: Ajo cultivar Coreano almacenado a temperatura ambiente

P: Ajo cultivar Perla almacenado a temperatura ambiente

B5: Bulbo cultivar Coreano almacenado a 5°C

BTA: Bulbo cultivar Coreano almacenado a temperatura ambiente
BP: Bulbo cultivar Perla almacenado a temperatura ambiente
R5: Raiz cultivar Coreano almacenada a 5°C

RTA: Raiz cultivar Coreano almacenada a temperatura ambiente
RP: Raiz cultivar Perla almacenada a temperatura ambiente
DDS: Dias después de siembra

GAs: Giberelinas

C3G: Cianidin 3 glucdsido

m.s: material seca

EAG: Equivalentes de Acido galico

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficiencia

IB: indice de bulbificacion

F2: Fraccion 2 con actividad de giberelina

F3: Fraccion 3 con actividad de giberelina

107



	PORTADA
	HOJA DE FIRMAS
	RESUMEN
	ÍNDICE
	I. INTRODUCCIÓN
	II. REVISIÓN DE LITERATURA
	III. JUSTIFICACIÓN
	IV. HIPÓTESIS
	V. OBJETIVOS
	VI. MATERIALES Y MÉTODOS
	VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	VIII. CONCLUSIONES
	X. BIBLIOGRAFÍA



