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Standardization of an apical bud in vitro culture protocol for shallot onion (Allium cepa var. aggregatum)
regeneration

Abstract

Shallots Allium cepavar. aggregatun are a type of onion which form several bulbs from

a single basal disc. They are characterized by a high total solids content which improves
their gastronomic and neutraceutical properties. Shalliifu(n cepavar. aggregaturh

are a culinary staple with high commercial value in European, North American and South
American markets. Their commercial Broduction via vegetative propagation, however, is
time-consuming and strongly affected by viral diseases. The aim of this study was to esta-
blish anin vitro apical meristem culture protocol for the regeneration of shallot plants. The
efficiency of different regeneration and bulb-formation media were evaluated in this inves-
tigation. The best results for plant regeneration (68 % efficiency) were obtained with MS
+ 30g.L"*sucrose + 1.5g.L*benomyl + 1.1uM NAA + 8.9uM BAP and for bulb forma-

tion (77 % efficiency) with MS + 10uM ancymidol and 50g.tsucrose. Moreover, 50 %

of all plants regenerated from apical meristems were effectively acclimatized. The protocol
developed and standardized in this investigation can be used to increase the efficiency of
shallot bulb-seed production for commercial applications.
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Resumen

La cebolla chaloteAllium cepavar. aggregatur forma varios bulbos a partir de un solo

disco basal y tiene mayor contenido de sélidos totales que aumentan su valor gastronémico
y nutracéutico. Es un producto altamente valorado en el mercado europeo, estadounidense
y sudamericano. En el Ecuador no se la registra como una variedad diferente a la cebolla
roja. Sin embargo, la cebolla chalote es apetecida y utilizada dentro del sector gastronémi-
co y aumenta el interés de su produccion. El objetivo de este estudio fue estandarizar un
protocolo de regeneracion in vitro de plantas de chalote a partir de meristemas apicales. Se
aislé meristemas apicales a partir de bulbos de chalote, se probé varios medios para la rege-
neracioén de plantas y la formacién de bulbos. El porcentaje de regeneracion de plantas mas
alto (68 %) se obtuvo con el medio: MS + 30g.Lsacarosa, 1.5g1! benomyl + 1.1uM

NAA + 8.9uM BAP, y de embulbamiento (77 %) con el medio: MS + 10uM ancymidol +
50g9.L~! sacarosa. Finalmente, el 50 % de plantas regeneradas a partir de meristemas fue-
ron aclimatadas eficientemente. El protocolo establecido en esta investigacion puede ser
utilizado para mejorar la produccion de bulbo-semilla y asi promover el cultivo de cebolla
chalote en el pais.

Palabras Clave.Allium cepavar. aggregatummeristema apical, cultivo in vitro.

Introduccién de Asia, y actualmente esta distribuida en todo el mun-
do [1]. Posee un mayor contenido de sélidos (16-33 %)
que la cebolla comun (7-15 %), entre los que se men-
ciona acidos grasos, azucares y compuestos sulfurados
[2,|3]. Esto aumenta su valor gastrondmico en la coci-
na gourmet ya que le confiere un olor y sabor mucho

Allium cepavar. aggregatunse caracteriza porque for-
ma grupos de bulbos unidos por un mismo disco basal,
mientras que la cebolla comuAljum cepal.) solo for-

ma un bulbo principal. Es originaria del centroy sudeste
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mAs astringente y una consistencia mas dura [1, 4]. De cularizacién. Es decir, el tejido meristemético no permi-
esta manera la cebolla chalote es un producto altamen-te el paso del virus a su interior ya que no existe union
te valorado en el mercado europeo, estadounidense ydirecta de las células meristematicas con otros tejidos
sudamericana [3, 5]. Adicionalmente, la cebolla chalo- a través de plasmodesmos, xilema 6 floema. Entonces,
te tiene propiedades nutracéuticas relevantes asociadosina planta regenerada a partir de este tipo de tejido sera
con su alto contenido de sélidos, pues se ha encontra-en principio libre de virus [22].

do que los extractos de cebolla chalote tienen actividad

antimicrobiana, principalmente contra bacterias Gram- Con estos antecedentes, el objetivo de este proyecto fue

.. : = ; ndarizar un pr | r ner plan rtir
positivas [2| 5]. Se ha reportado también que la inges- esta d‘.”l ar un protocolo para obtener plantas a part
- : . de meristemas apicales de cebolla chalote. Esta metodo-
tion de estos extractos de manera prolongada previene IaIo ia podra ser utilizada posteriormente junto con otros
formacidén de glébulos rojos anormales en conejos con glap P . Junt

. ] tratamientos para obtener plantas libres de virus. De esta
hipercolesterolemia|7]. : . .

forma, se espera mejorar la produccion de bulbo-semilla,

La cebolla chalote se propaga principalmente de forma contribuir a mejorar la produccién de la cebolla chalo-
vegetativa, debido a que no produce flores ni semillas en te en el pais y promover un mercado nuevo para esta
paises que no son de cuatro estaciones [2]. Las ventajassariedad de cebolla.
de esto son una produccion uniforme y la preservacion
Qe su sabory prqpledades nutraceuncg;. Las desve_nta- Materiales y métodos
jas son: mayor tiempo para la obtencion del material
vegetal para el inicio del cultivo, necesidad de espacios Material vegetal

grandes para el almacenamiento y acumulacion de virus N ) )
en el tejido vegetal que sera usado como semilla[g].  L0s bulbos de cebolla chalote utilizados en esta investi-

gacion se obtuvieron del programa de seleccién de esta
Uno de los problemas que afectan el cultivo de especies especie, que se desarrolla en la Granja Experimental de
del génerd\llium son las infecciones virales. Estas pue- |3 Universidad San Francisco de Quito (USFQ). En este
den ser devastadoras al punto de reducir la produccion programa se utilizaron bulbos provenientes de las pro-
hasta el 80 %.[9]. En el caso de la cebolla, especifica- yincias de Carchi y Chimborazo, que se sembraron en
mente el virus del enanismo amarrillo (OYDV) reduce tierra. Cada bulbo dio origen a lo que se denominé una
la_produccién entre 17 %y 60 %. Esto resulta en pérdi- familia (grupo de bulbos de un mismo origen). El ciclo

das econémicas grandes para los productores. Ademasde cultivo de la cebolla chalote en campo fue de 120-
la persistencia de enfermedades virales en el cultivo se 135 dias hasta la cosecha.

incrementa por la falta de ciclos de reproduccion sexual . ]

[10]. Los métodos disponibles para la erradicacion de En este estudio se realizaron 3 ensayos. El ensayo 1
virus se basan en técnicas biotecnoldgicas como el cul- destinado a determinar el tiempo ideal del tratamiento
tivo in vitro de meristemas, con lo cual se obtienen bul- de frio para la ruptura de dormancia y la concentracion
bos libres de virus que sirven como semilla para el inicio hormonal 6ptima para regenerar plantulas de chalote a

del nuevo cultivol[11]. partir de meristemas apicales. Los ensayos 2 y 3 desti-
: ) ] o nados a determinar el medio més eficiente para promo-
Se ha reportado para varias especies del géhléum, ver la formacion de bulbo de cebolla chalote. La familia

que el cultivo de meristemas se basa en el aislamiento 11504 (Carchi) se utilizé en el ensayo 1 vy la familia
de un domo apical (células no diferenciadas), de me- 10507-3 (Chimborazo) en los ensayos 2 y 3. Se cose-
nos de 1 mm de longitud en condiciones de cultivo con- ¢cnharon las cebollas en los meses de enero, junio y di-

troladas [12]. El meristema aislado se desarrolla y se ciempre 2013 para los ensayos 1, 2 y 3 respectivamente.
elonga como si fuera parte de la planta original debido B .
a los regu|adores de crecimiento gue se encuentran en'ﬂtl’OdUCClOﬂ de discos basales de cebolla chalote a

el medio de cultivo. Como reguladores de crecimiento condiciones de cultivo in vitro

para promover_el crecimiento _del meristema se utilizan Los bulbos cosechados fueron expuestos a un secado
usualmente bajas concentraciones de auxinas con altos_. . . :
niveles de citoquinina [13-19]. |n|9|al de 4 semanas en estanterias de,madera bajo con-
- diciones ambientales (temperatura maxima deC2§

Una ventaja de esta técnica de cultivo in vitro es la esta- minima de 8C). Después de este proceso, los bulbos
bilidad genética de la nueva planta, ya que los brotes se fueron sometidos a un tratamiento de frio. En el ensa-
regeneran directamente a partir del meristema sin nece-yo 1, se mantuvieron 50 bulbos por dos semanas y 50
sidad de pasar por una etapa de callo. Ademas se obtie-bulbos por 4 semanas 4@. En los ensayos 2 y 3 se

ne un alto porcentaje de propagacion [20]. Por lo tanto, utilizaron 150 y 100 bulbos respectivamente, los cuales

el cultivo de meristemas es un método utilizado para la permanecieron a°€ durante 4 semanas.
conservacion de germoplasma y micropropagacion de . . L
9 P y bropag Luego de transcurrido el tratamiento en frio, indepen-

plantas{[21, 22]. dientemente del tiempo, se lavd los bulbos con agua
Asimismo, el cultivo de meristemas es el método mas corriente por 10 minutos, se retird restos de tierra 'y se
conocido y estandarizado para erradicacion de virus de- descarto los catéafilos secos. Se cortd los bulbos en forma
bido a que las células meristematicas no presentan vas-transversal a un tercio de su longitud, se eliminé la parte
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Cddigo Medio Basal Sacarosa Hormonas Referencias
Medio de Induccion y Regeneracion

R1 MS* + benomyl 1,5 g. ! 30¢g.L7! 5 uM NAA+ 5 uM BAP [23]

R2 MS + benomyl 1,5 g. ! 30g.L' 1,1uMNAA+8,9uMBAP [14, 15]
Medio de Crecimiento

C1 MS 30g.LT [23]
Medio de Embulbamiento y enraizamiento

EO MS + carbon activado 5 g. 1! 60g.L7! [23]

E1l MS + carbon activado 5 g.1! 50g.L7! [23]**

E2 MS + carbon activado 5 g.1! 70g.L7! [23]**

E3 MS + carbon activado 5 g.1! 90 g.L! [23]**

E4 MS+300 mg.L-! NaPQ+10uM ancymidol 30 g.E! [14]

E5 MS+300 mg.L=! NaPQ,+10uM ancymidol 50 g.L! [14]**

*MS: Murashige & Skoog [24]
** Medio modificado en relacién a cita original

Tabla 1: Medios de cultivo usados para el cultivo in vitro de ebolla chalote a partir de meristemas apicales.

apical y se conservo la parte basal. Dentro de la cAmarade cultivo E1, E2 y E3 que contienen 3 concentracio-

de flujo laminar (LABCONCO Purifier Clean Bench), nes diferentes de sacarosa: 50, 70 y 907¢.tespec-

se sumergio los discos basales en etanol al 70 % por 10tivamente (Tabla 1). En el tercer ensayo se utiliz6 los

min, luego en hipoclorito de sodio NaClO al 4,5% con medios E4 y E5 con 10 uM de ancymidol y 2 concen-

tres gotas de Tween 20 durante 30 min. Posteriormente, traciones diferentes de sacarosa 30 y 50§ (Tabla 1)

se lavo los discos basales con agua destilada estéril, y[14]. Luego de 12 a 15 semanas del cultivo &25C y

se retird los catafilos externos hasta obtener un explanteun fotoperiodo de 16 horas luz, las plantas con raices y
de 1,5 cm de didmetroy 1 cm de altura. bulbo de alrededor de 1cm de didmetro se aclimataron

: : - : . : Figura 1).
Para inducir el crecimiento de hojas a partir de discos (Fig )
basales, se cultivd cuatro discos basales por frasco deAclimatacion de plantas de cebolla chalote obtenidas
vidrio con 50 mL del medio de cultivo R1 0 R2 (Tabla de meristemas apicales

1, Figura 1). En total, se sembro 50 discos basales en Para la aclimatacién se colocé plantas de cebollas cha
cada medio de induccidn en el primer ensayo, 75 en el ~ P p
Jlote de un tamafio mayor a 10 cm y con raices en ma-

segundo ensayo y 100 en el tercer ensayo. Se los incub6

; o ; cetas de barro de 285 cc con tierra de la Granja de la
Egr(;lscl%irto de cultivo a 251°C y un fotoperiodo de 16 USFQ previamente esterilizada (15min, 1€115PSI).

Las macetas se colocaron dentro de un frasco de vidrio.
Aislamiento y cultivo de meristemas apicales de ce-  Los frascos se taparon con plastico transparente sujeta-
bolla chalote do con una liga y se mantuvieron en el cuarto de cultivo

a 25+1°C y un fotoperiodo de 16 horas luz. Se realiza-
Luego de una semana de cultivo de los discos basalesyon 2 huecos diarios en el plastico por 4 dias. Luego de
en los medios R1y R2, se procedio6 a extraer el meris- este tiempo, se retir6 el plastico dejando abierto total-
tema apical de cada disco basal usando el microscopiomente el frasco y se las regé con agua destilada estéril
de diseccion. Se eliminaron uno a uno los catafilos ex- tres veces por semana. Después de 4 semanas, las p|an_
ternos hasta alcanzar el tejido meristematico. Se extrajo tas se pasaron a macetas plasticas de 2100 cc con tierra

domos apicales de alrededor de 2mm x 2mm. A partir y se colocaron en el invernadero de la USFQ (Figura 1).
de estos domos se promovio la regeneracion de plantas.

Cada domo se cultivd en un tubo de ensayo con 20mL Anélisis estadistico

de los medios de cultivo R1 0 R2 en los ensayos 1y pgra determinar la eficiencia de los medios R1y R2 en
2,y en R2 en el ensayo 3 (Tabla 1). Se los incub0 en |3 regeneracion y crecimiento de las plantulas de ce-
el cuarto de cultivo por cuatro semanas &25C y un |3 chalote a partir de meristemas apicales, se midio
fotoperiodo de 16 horas luz, para la formacion de plan- |55 yariables: porcentaje de regeneracion y altura de las
tulas (Figura 1). plantas a las 4 semanas de cultivo. Para determinar la
Embulbamiento de las plantas de cebolla chalote ob- significancia estadistica de estas dos \{ariables se reali-
tenidas de meristemas apicales z6 la prueba t-student para muestras mdependle[]tes y

chi-cuadrado de Pearson respectivamente. Ademas, pa-
Las plantulas formadas a partir de los meristemas apica- ra determinar si existe una diferencia estadisticamente
les fueron transferidas al medio de crecimiento C1 por significativa entre los medios E4 y E5 en el porcentaje
cuatro semanas mas (Tabla 1). Luego, las plantulas delde embulbamiento de las plantas de chalote, se realizé
primer ensayo se cultivaron en medio de embulbamien- el andlisis de chi-cuadrado de Pearsony la prueba exac-
to EO (Tabla 1) a 251°C y un fotoperiodo de 16 horas  ta de Fisher. Los analisis estadisticos se realizaron en el
luz [|23]. En el segundo ensayo se probaron los medios programa Minitab|[25].
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Figura 1: Esquema del proceso de regeneracion de plantas delolla chalote a partir de cultivo de meristemas apicales. ABulbos de

cebolla chalote. B. Bulbos lavados sin hojas externas sec& Bulbo luego del proceso de desinfeccion. D. Discos bassmlsembrados en
medio de induccion. E. Discos basales en medio de inducciéespués de 4 semanas de cultivo. F. Eliminacion sistematica ths catéfilos
mas externos hasta dejar el disco basal acompafiado del meema apical rodeado de dos catéfilos. G. Meristema apical enedio de

induccioén. H. Plantula regenerada después de cuatro semasa. Plantula en medio de crecimiento después de cuatro semas. J. Planta
en medio de embulbamiento después de doce semanas. K. Plastamaceta de barro luego de 4 semanas de aclimatacion. L. Ptaren

maceta plastica luego de 8 semanas. M. Planta aclimatada yede 15 semanas en el invernadero. Condiciones del cultivovitro: 254+1°C

y fotoperiodo de 16 horas luz.

Resultados en el medio R2, en comparacion con un 40 % de rege-

S ] ] neracion en el medio R1 (Tabla 2).
Cultivo in vitro de meristemas apicales de cebolla

chalote En el ensayo 2 luego de 4 semanas en medio de rege-

. o L . . neracion se observo un 57 % de regeneracion en R1 y
Se observo un 100 % de brotacion de hojas a partir de 61% en R2. Las plantulas cultivadas en R1 presenta-

discos basales en los ensayos 1, 2y 3. En el ensayo 1, ; .
. . : X . ron un promedio de crecimiento de 3.361.34 cm y
después del aislamiento de meristemas apicales, se obs . )
. - ., las plantulas sembradas en R2 un promedio det4.7
tuvo un porcentaje mayor de regeneracion de plantulas

: . . X 1.5 cm. No se observo diferencia estadisticamente sig-
a partir de meristemas que provenian del tratamientode .- ~ . - . . 9
. ! . nificativa en el crecimiento de plantulas a partir de me-
4 semanas a°€ en comparacion con el tratamiento de

2 semanas a°C (Tabla 2). Por lo tanto, para los dos ristemas apicales (t=1.989, p = 0.107) ni del porcentaje

. S : de regeneracion (Chi-cuadrado de Pearson = 0.243, p
ensayos posteriores se indujo ruptura de dormancia con_ 0.622) entre los medios de cultivo R1 y R2. A pesar
tratamiento de frio a4 durante 4 semanas. o yRz. AP

de este resultado, las plantulas en R2 presentaron una
En cuanto al uso de diferentes concentraciones de hor-mejor apariencia, siendo mas grandes y robustas. Por lo
monas en los medios de cultivo de regeneracion, en el tanto, en el ensayo 3 se uso el medio de regeneracion
ensayo 1, el mayor porcentaje de regeneracion de plan-R2 que tenia la combinacion hormonal: 1.1 uM NAA +
tulas a partir de meristemas apicales (80 %), se obtuvo 8.9 uM BAP. Con esta combinacién se obtuvo un 68 %
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Discusion

Para regenerar plantas a partir de meristemas apicales
de cebollas chalote, se compararon dos factores impor-
tantes: tiempo de exposicion al frio para la ruptura de
dormancia y la concentracion de hormonas en los me-
dios utilizados en cada fase del proceso de regeneracion.

En condiciones naturales, la brotacion de los bulbos de
cebolla chalote ocurre luego de un cierto tiempo des-
pués de la cosecha dependiendo del genotipo y las con-
diciones de almacenamiento, debido a que éstos tienen
un periodo de dormancia [26]. Estudios de Benkeblia

Figura 2: Crecimiento de plantas de cebolla chalote en dos rd®s y coIaboradore@?] demostraron que los compuestos
de cultivo con concentraciones diferentes de sacarosa. Medem- 21 . ’ s

bulbamiento E5 (MS + 10uM ancymidol + 509~ sacarosa) y fenohc.o's interfieren indirectamente con el proceso de

E4 (MS + 10uM ancymidol + 30g. L~ sacarosa). Plantas del en- brotacion de bulbos de cebolla y que una baja tempe-
sayo 3 luego de 8 semanas de cultivo, a28°C y un fotoperiodo ratura (0C) activa una sefial para reducir fenoles, con

de 16 horas luz. lo cual se promueve la brotacién de bulbos. Adicional-

de regeneracion de plantulas después de 4 semanas dg'€Nte, en bulbos de cebolla que no han sido sometidos

cultivo a un tratamiento de frio no se produce brotacion, mien-
' tras que a partir de dos semanas de tratamiento de frio la
Embulbamiento de plantas de cebolla chalote concentracion de fenoles disminuye [27]. Por lo tanto,

en este estudio se realiz6 la comparacion de dos tiempos
En el ensayo 1 se cultivo 43 plantas en medio EO por 12 de ruptura de dormancia mediante la exposicién de los
semanas pero ninguna de ellas formé bulbos. Al contra- pylbos de cebolla chalote 4@ durante 2 y 4 semanas.
riO, el 83% de plantas presentaron sefiales de envejECi'Se observd que 4 semanas de frio promueve un mayor
miento y el 16 % restante no presentaron raices, aunqueporcentaje de regeneracion de plantas a partir de meris-
si hojas verdes delgadas. Estas plantas no pudieron setemas apicales que con dos semanas de frio, lo que se
aclimatadas. podria asociar con una mayor reduccién de produccion

En el ensayo 2, luego de doce semanas, en el mediode fenoles en los bulbds [27).

E1 se observo crecimiento en el 68,2 % de plantas, pero
solo el 26 % de plantas formaron bulbo y el 33 % desa-

rrollaron raices. Mientras que en el medio E3 se obser-
vO crecimiento en el 34.7 % de plantas, 13 % de plantas
formaron bulbo y 8.7 % desarrollaron raices. Se aclima-

taron 8 plantas que provenian del medio E1, 3 del medio
E2 y 4 del medio E3, de las cuales 4, 1 y 2 plantas res-

pectivamente se aclimataron exitosamente (Tabla 2).

En la fase de regeneracion de plantulas a partir de me-
ristemas se compararon dos combinaciones de hormo-
nas en los medios R1 y R2. No se observo diferencias
significativas en el porcentaje de regeneracion de plan-
tas entre los dos medios. Sin embargo, con el medio R2,
que tiene una cantidad menor de auxinay mayor de cito-
quinina, se obtuvo un porcentaje de regeneracion mayor
(Tabla 2) y las plantulas presentaron un rango de tama-
Debido a que el porcentaje de embulbamiento obtenido 110 superior respecto de las plantulas en medio R1 que
con los medios EO, E1, E2 y E3 no fue alto, en el ensayo tienen concentraciones equivalentes de auxinas y cito-
3 se probaron los medios E4 y E5 (Tabla 1). En el medio quininas. En Ia literatura se reporta que las citoquini-
E4, después de quince semanas de cultivo, sélo el 35 %nas desempefian un papel fundamental en la estimula-
de plantas crecieron, ninguna presentd bulbo ni raices Cion de la regeneracion y crecimiento de plantas y por
y alcanzaron una altura promedio det40.74 cm. En lo tanto se las utiliza en concentraciones mayores que
el medio E5, 65 % de las plantas crecieron, 77 % desa- 1as auxinas, en unarelacion cercana a 10:1 [15]. Esto es
rrollaron bulbo, todas presentaron raices gruesas y bienconsistente con resultados reportados para la mayoria
formadas y alcanzaron una altura promedio de #2.5  de especies del génefdiium H19].
2.5 cm (Figura 2). Se encontré diferencias significati- :
vas entre el medio E4 y E5 (Chi-cuadrado de Pearson = En el ensayo 1, un porcentaje mayor a 75 % de plantas
11.691, p= 0.001; Prueba exacta de Fisher, p= 0.0013) sembrad_a}s en medio de embulbamiento EO presentaron
para la eficiencia del embulbamiento de las plantas de dese_ca}mon de hojas, de_tenoro del sistema rad'CUIE,H y
cebolla chalote. crecimiento lento; es decir, presentaron las caracteristi
cas que se atribuyen a la senescencia temprana, segura-
Finalmente, 22 plantas con bulbo y raices fueron acli- mente por las condiciones de cultivo a las que estuvie-
matadas. 50 % de las plantas se aclimataron eficiente-ron expuestas las plantas. Generalmente, la senescencia
mente, 32 % de plantas presentaron contaminacion porse da en el final del ciclo de vida de plantas cuando al-
hongos y 18 % se secaron luego de cuatro semanas decanzan su madurez debido a variaciones en la expresion
haber sido transferidas a tierra en el invernadero (Tabla génica que detienen el crecimiento e inicia el proceso de
2). muerte celular programada. Sin embargo, la senescencia
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Brotacion Regeneracion Embulbamiento y
Ensayo discos de pl3 Crecimiento . ) Aclimatacion
basales e plantulas enraizamiento
Medio R1 R1 C EO EO
2SF 100 %* 40% 60 % 17% NA
1 4 SF 100 % 76 % 74 % 7% NA
Medio R2 R2 C EO EO
2 SF 100 % 48 % 67 % 25% NA
4 SF 100 % 80 % 75% 20% NA
Medio R1 R1 C El E2 E3 El E2 E3
5 4 SF 100 % 57 % 74 % 70% 45% 36% 33% 0% 0%
Medio R2 R2 C El E2 E3 E1l E2 E3
4 SF 100 % 61 % 78 % 66% 33% 33% 60% 50% 66%
3 Medio R2 R2 E4 E5 E4 E5
4 SF 100 % 68 % 35% 65 % 0% 50 %

*Los porcentajes presentados en esta tabla representantafvivas/# plantas sembradas
SF. Semanas de frio
NA: No aclimatado

Tabla 2: Resultados obtenidos en cada fase del cultivo de nistemas de cebolla chalote en los tres ensayos realizados.

temprana acelera todos estos procesos en estadios prePor lo tanto, la concentracién de carbohidratos en el me-
vios a la madurez [17, 28]. La senescencia temprana sedio de cultivo y la accién de una antigiberelina son esen-
da a través de una cascada de sefiales en la que intervieeiales para el embulbamiento de la cebolla chalote. De
ne la accidn de etileno, acido jasmanico, acido salicilico acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, la
y acido abscisico. Esta sefalizacion se activa por varios concentracion 6ptima de sacarosa en el medio de culti-
factores enddgenos de la planta como desbalance en los/o para el embulbamiento de cebolla chalote es de 50 g.
reguladores de crecimiento y factores exdgenos de laL~!y es necesaria la adicion de 10 uM de ancymidol.
planta como radiacion solar alta o baja o temperaturas ] y )
extremas|[29]. Finalmente, este proceso genera proble-L2 aclimatacion de las plantas del ensayo 2 fue efecti-

mas en el proceso de aclimatacién de la planta lo que V@ para el 50 % de plantas provenientes del medio E1,
determina que su crecimiento no sea viable. 33% de plantas del medio E2 y 50 % plantas del me-

dio E3. En el ensayo E3, se aclimat6 eficientemente el
En el ensayo 2 con el medio E1, que contiene 50§.L. 50 % de plantas que provenian del medio E5. Después
de sacarosa, se logré un 68% de crecimiento de las de dos meses entierra, las plantas presentaron hojas ver-
plantas y un 26 % de embulbamiento que es inferior a des mas grandes, disco basal mas grueso y ensancha-
los reportados en la literatura [14.,/ 1.7, 23, 30]. Mien- miento del bulbo. La pérdida de plantas en este proceso
tras que en los medios E2 y E3 que contienen 70 y 90 se debid en un 60 % a la contaminacién por hongosy en
g.L~! de sacarosa respectivamente, menos del 35 % deun 40 % a la desecacion. Este resultado se pudo deber
las plantas sobrevivieron y de las que sobrevivieron el a un sistema radicular deficiente y un porcentaje de hu-
13 % presentaron bulbo (Tabla 2). Este efecto se puedemedad relativa alto en los primeros dias del proceso de
relacionar a que las plantas pueden absorber y asimilaraclimatacion.
una cantidad limitada de sacarasa [31—-33]. El excedente
puede causar estrés osmotico, proceso que se da cuando
existe una concentracion de solutos en el exterior de la

célula mayor al que se encuentra en su interior. Enton- . L .
ces, el agua sale de la célula, aumenta la concentracionCOmMo resultado de esta investigacion se determind que

de solutos en el citoplasma y se genera un efecto plas-4 semanas de frio es més efectivo que 2 semanas de frio
molitico [34]. para ruptura de dormancia de bulbos de cebolla chalote.

Se observo que el medio R2 (MS + benomyl 1,579! L
Finalmente, en el ensayo 3 con el medio E5 (MS + 50 + 30 g.L~! sacarosa + 1,1 uM NAA + 8,9 uM BAP)
g.L~! de sacarosa + 10uM ancymidol) se observé que fue el mas eficiente para la regeneracion de plantas a
el 65 % de plantas crecieron, 77 % desarrollaron bulbo y partir de meristemas apicales y que utilizando el medio
todas presentaron raices. Le Guen y colaboradores [14]E5 (MS + 10uM ancymidol + 50 g.t! sacarosa +300
reportaron que el ancymidol combinado con altas con- mg.L=! NaPQ,) se obtuvo el mayor porcentaje de em-
centraciones de sacarosa estimula el ensanchamiento déulbamiento y plantas con raices que pudieron ser acli-
la base de las hojas y promueve la rizogénesis como sematadas. Los resultados obtenidos de este estudio son
observo en este ensayo. Este efecto se puede dar poria base para realizar estudios futuros en los cuales se
gue el ancymidol al ser una antigiberelina heterocicli- pueden aplicar protocolos de mejoramiento de bulbo-
ca bloguea la conversion de ent-kaureno a acido ent- semilla y/o limpieza de virus para contribuir a mejorar
kaurenoico e inhibe la biosintesis de GA3 [35]. la produccion de la cebolla chalote en el pais.

Conclusiones



Av. Cienc. Ing. (Quito)2015 Vol. 7, No. 1, Pags. B24-B31

Vega et al.

Los autores agradecen a la Universidad San Francisco
de Quito por el financiamiento para esta investigacion
a través del programa Small Grants. A Carlos Ruales,

Agradecimientos

por propocionar el material vegetal y por su apoyo a lo
largo de la ejecucion de este proyecto, a Dario Ramirez [13]
por su guia al inicio de esta investigacion, a Andrés To-

rres por sus correcciones y comentarios en la escritura
de este manuscrito y a los asistentes del Laboratorio de

Biotecnologia Vegetal por todo su apoyo.

(1]

(2]

(3]

(4]

(5]

(6]

(7]

(8]

(9]

[10]

Referencias Bibliograficas

Fritsch, R.; Friesen, N. 2002. “Evolution, Domestica-
tion and Taxonomy”.Allium Crop Science: Recent Ad-
vances. H.D. Rabinowitch, L. Currah (Eds.) CABI: Os-
nabriick 5-30.

Currah, L.; Proctor, F. 1990. “The genetic base and the
cultivars grown in the tropics”Onions in Tropical Re-
gions. Bulletin 35. Natural Resources Institute, Chatham
Maritime: Kent 31-52.

Messiaen, C.; Lot, H.; Delecolle, B. 1994. “Thirty years
of France experience in the production of disease-free
garlic and shallot mother bulbs”Acta Horticulturag
358:275-279.

Grubben, G. 1994. “Constraints for shalot, garlic and
welsh onion in Indonesia: a case study on the evolution
of allium crops in the equatorial tropicsActa Horticul-
turag, 358:333—-339.

Loebenstein, G.; Lecoq, H. 2012. “Viruses of the Genus
Allium in the Mediterranean Region”, en: “Advances in
virus research”Thessaloniki164—166.

Dankert, J.; Tromp, T.; de Vires, H.; Klasen, H. 1979.
“Antimicrobial activity of crude juices of Allium ascalo-
nicum, Allium cepa and Allium sativum” Zentralblatt
fur Bakteriologie, Paraxitenkunde, Infection skrankhein-
ten and Hygieng245:229-239.

Tappayuthpijarn, P.; Dejatiwongse, Q.; Hincheranan, T;
Suriyant, P. 1989. “Effect of Allium ascalonicum on
erythrocyte shape in induced hypercholesterolemia rab-
bits”. Journal of the Medical Association of Thailand
72:448-451.

Rabinowitch, H.; Kamenetsky, R. 2002. “Shallot
(Allium cepa, aggregatum group)”, en: “Allium Crop
Science: Recent AdvancesH.D. Rabinowitch, L. Cu-
rrah (Eds.) CABI: Osnabriickd09-430.

Diekmann, M. 1997. “Allium spp.”.FAO/IPGRI Tech-
nical Guidelines for the Safe Movement of Germplasm
(18).

Fletcher, P.; Fletcher, J.; Lewthwaite, S. 1998. “In vi-
tro elimination of onion yellow dwarf and shallot latent
viruses in shallots (Allium cepa var. ascalonicum L.)".
New Zealand Journal of Crop and Horticultural Scien-
ce 26:23-26.

(11]

(12]

(14]

(15]

(16]

(17]

(18]

(19]

(20]

(21]

(22]

(23]

Walkey, D. 2002. “Virus diseases”, en: “Onions and
Allied Crops”. H. D. Radinowitch, J. Brewster (eds):
Florida: 191-212.

Grout, B. 1990. “Meristem-tip culture’Methods Mole-
cular Biology.

Abdelnour, A.; Bermudez, L.; Alvarenga, S.; Rivera, C.
2006. “Cultivo de meristemas, termo y quimioterapia en
chayote (Sechiu, edule Jacq. Sw.) para la erradicacion
del virus del mosaico del chayote (ChMV)Manejo de
Plagas y Agroecologiar7:17-23.

Le Guen-Le, F.; Hourmant, A.; Esnault, F.; Chauvin, J.
2002. “In vitro Bulb Development in Shallot Effects of
Anti-gibberellins, Sucrose and LightAnnals of Botany
89:419-425.

Kahane, R.; Rancillac, M.; Teyssendier de la Serve, B.
1991. “Long-term multiplication of onion (Allium cepa
L.) by cyclic shoot regeneration in vitro”Plant Cell
Tissue and Organ Cultur®8:281-288.

Xu, Z.; Um, Y.; Kim, C.; Lu, G.; Guo, D.; Liu, H. 2008.
“Effect of plant growth regulators, temperature and su-
crose on shoot proliferation from the stem disc of chine-
se jiaotou (Allium chinense) and in vitro bulblet forma-
tion”. Acta Physiol Plant30:521-528.

Seabrook, J. 1993. “In vitro propagation and bulb for-
mation of garlic”. Canadian Journal of Plant Science
155-158.

Zheng, S.; Henken, B.; Sofiari, E.; Keizer, P.; Jacobsen,
E.; Kik, C.; Krens, F. 1999. “Effect of cytokinins and li-
nes on plant regeneration from long-term callus and sus-
pension cultures of Allium cepa L.".Euphytica 108:
83-90.

Shakuntala, N.; Gunnar, F.; Tage, E. 1977. “Ef-
fects of 6-(3-methyl-2-buten-1-ylamino)-purine and
naphthaleneacetic acid on root formation and citology
of root tips and callus in tissue cultures of Allium cepa
var. proliferum”. Institute of Physiological Botany, He-
reditas 85:57-62.

Roca, W.; Beltran, J. 1984. “Fundamento para la apli-
cacion del cultivo de meristemas en la conservacion de
germoplasma’El cultivo de meristemas para la conser-
vacion de germoplasma de yuca in vitro, C&410.

Shiboleth, Y.; Gal-On, A.; Koch, M.; Rabinowitch, H.;
Salomon, R. 2001. “Molecular characterisation of Onion
yellow dwarf virus (OYDV) infecting garlic (Allium sa-
tivum L.) in Israel”. Annals of Applied Biology138:
187-195.

Salomon, R. 1996. “Virus Diseases in Garlic and
the propagation of virus free plants”, en: “Allium Crop
Science: Recent AdvancesH.D. Rabinowitch, L. Cu-
rrah (Eds.) CABI: Osnabrick312—-324.

Ramirez, D. 2013. “Regeneracion de plantulas de chalo-
te (Allium cepa var. aggregatum) libres de los virus La-
tente del Chalote y del Enanismo Amarillo de la cebolla
por medio de cultivo de meristema apical y quimiote-
rapia”. Universidad San Francisco de Quito, Tesis de
Ingenieria: Quito



Vega et al.

Av. Cienc. Ing. (Quito)2015 Vol. 7, No

. 1, Pags. B24-B31

[24]

[25]

[26]

[27]

(28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

Murashige, T.; Skoog, F. 1962. “A revised Medium for
Rapid Growth and Bio Assays with Tobacco Tissue Cul-
tures”. Physiologia Plantarum15(3):473—-497.

Minitab. 2014. Minitab Quality Companion. Statistical
Software

Bufler, G. 2009. “Exogenous ethylene inhibits sprout
growth in onion bulbs” Annals of Botany103:23-28.

Benkeblia, N. 2003. “Low Temperature and Breaking
of Dormancy Effects on Respiration Rate, Sugars, Phe-
nolics and Peroxidase Activity Changes in Inner Buds of
Onion Allium cepa L".Soil and plant sciencé&3:16—20.

Edwards, K.; Humphry, M.; Sanchez-Tamburrino, J.
2012. “Advances in Plant Senescenc&enescence, T.
Nagata (Eds.). Cambridgd 17—-136.

Jordan, M.; Casaretto, J. 2006. “Hormonas y regulado-
res del crecimiento: etileno, acido abscisico, brasinoes-
teroides, poliaminas, acido salisilico y acido jasmoénico”
Fisiologia Vegetal1-28.

Mohamed-Yasseen, Y.; Barringer, S.; Splittsotoedaer
1995. “In vitro bulb production from Allium spp.”In
Vitro Cellular and Developmental Biolog$1:51-52.

Rademacher, W. 2000. “Growth retardants: effects on
gibberellin biosynthesis and other metabolic pathways”.
Plant Molecular Biology51:501-531.

McCallum, J.; Clarke, A.; Pither, M.; Shaw, M.; Butler,
R.; Brash, D.; Scheffer, J.; Sims, |.; Brash, D.; Heusden,
S.; Shigyo, M.; M., H. 2006. “Genetic mapping of a ma-
yor gene affecting onion bulb fructan conteniTheory
Apply Genetics112:958-967.

Havey, J.; Galmarini, C. R.; Gékge, A.; Henson, C. 2004.
“QTL affecting soluble carbohydrate concentrations in
stored onion bulbs and their association with flavor and
health-enhancing attributesGenome47:463-468.

Pérez, J.; Harper, G.; Ramirez, R. 2009. “Teoria cglula
Antologia de Biologia Celular: Méxic®0-93.

Benkeblia, N.; Ueno, K.; Onodera, S.; Shiomi, N. 2005.
“Variation of fructooligosaccharides and their metabo-
ling enzymes in onion bulb during long-term storage”.
Journal of Food Scien¢&0:208-213.



