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Resumen

La cebolla chalote (Allium cepa var. aggregatum) es una de las variedades
boté&nicas derivadas de la especie Allium cepa, posee caracteristicas de interés como un
alto contenido de sdélidos (16-33%), una consistencia mas dura y un sabor mas
astringente en comparacion a la cebolla comdn (Allium cepa var. cepa). En Ecuador no
se la registra como una variedad diferente a la cebolla roja. En el 2012, el cultivo total a
nivel nacional para la cebolla roja fue 2516,17 Ha con una produccion de 67300 t, sin
embargo, esta cantidad no fue suficiente para abastecer el mercado interno. Uno de los
principales problemas de este cultivo son las enfermedades virales que reducen la

productividad y la calidad del producto final.

En este estudio se establecié un protocolo eficiente de deteccion de los virus
latente del chalote y del enanismo amarillo de la cebolla utilizando RT-PCR y primers
especificos. También, se desarroll6 un protocolo para la produccién de plantulas libres
de virus por medio del cultivo de meristemas y quimioterapia. Para la regeneracion de
meristemas se utiliz el medio MS + NAA 5uM, kinetina 10uM, sacarosa 30g.L™,
benomil 1500mg.L™ y agar 6g.L™". Luego de cuatro semanas se pas6 las plantulas a un
medio MS + sacarosa 30g.L™ y agar 6g.L™* para la formacién de raiz. Después de cuatro
semanas mas, se paso los explantes a un medio MS + sacarosa 60g.L™, carbén activado
5g.L" y agar 6g.L™ para la formacién de bulbo. Con esta técnica se logré generar un
29% de plantas libres de virus. Cuando se combind el cultivo de meristemas con
quimioterapia (ribavirina 50 mg.L™) se aumentd el porcentaje de limpieza de virus al
40%. Al eliminar los problemas producidos por las enfermedades virales en chalote, se
espera suplir la necesidad del mercado nacional y llegar a mercados internacionales

donde tiene un mayor precio.



Abstract

The shallot onion (Allium cepa var. aggregatum) is one of the botanical varieties
of the species Allium cepa. It possesses traits of interest such as a high solid content (16-
33%), a hard consistency and a more astringent flavor in comparison with the common
onion (Allium cepa var. cepa). In Ecuador, this variety is not reported as a separate one
from the red onion. In 2012, total red onion cultivation nationwide reached 2516,17 Ha
with a production of 67300 TM. However, this amount was not enough to supply the
local market. One of the main problems with this crop is viral diseases, which reduce

production and the final quality of the product.

This study established an efficient protocol for the detection of shallot latent
virus and onion yellow dwarf virus using RT-PCR and specific primers. Also, a
protocol was developed for the production of virus-free plants obtained from meristem
culture and chemotherapy. For the meristem regeneration, MS medium supplemented
with NAA 5uM, kinetin 10uM, sacarose 30g.L™, benomil 1500mg.L™ and agar 6g.L"
was used. After four weeks, the plantules were transferred to MS medium + sacarose
30g.L™" and agar 6g.L™ for root formation. After four additional weeks, explants were
transferred to MS medium + sacarose 60g.L™, active carbon 5g.L™ and agar 6g.L™ for
bulb formation. With this technique, we were able to obtain 29% of virus-free plants.
When meristem culture was combined with chemotherapy (ribavirin 50 mg.L™), the
virus elimination percentage increased to 40%. By eliminating the problems produced
by viral diseases in shallots, we expect to fulfill the supply needs of the local market and

make the product available in foreign markets, where its price is higher.
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1 Introduccién

1.1 Género Allium

Inicialmente el género Allium fue incorporado dentro de la familia Liliaceae, sin
embargo, usando datos recientes obtenidos a base de analisis moleculares se ha dividido
a esta familia en pequefias familias monofiléticas. Ahora se coloca a este género dentro

de la familia Amarylliaceae (Fritsch y Friensen, 2002).

El género Allium posee alrededor de 750 especies (Stearn, 1992) y se compone
de plantas perennes que tienen 6rganos subterraneos que le sirven para almacenamiento
de nutrientes (bulbos, rizomas o raices engrosadas). Las hojas se unen directamente a la
base y se hallan distribuidas uniformemente. Las flores son trimericas, actinomdrficas,
hipoginas, los ovarios triloculares tienen dos 0 mas dvulos por l6culo. Los compuestos
que almacenan son principalmente azUcares, especialmente fructanos, pero no almidon
(Fritsch y Friensen, 2002). Debido a reacciones enzimaticas durante la descomposicion
de las proteinas presentes en la planta se produce sulféxido de cisteina que le da el olor

caracteristico a las diferentes especies del género (Randle y Lancaster, 2002).

El género se halla distribuido ampliamente en el hemisferio norte en zonas
subtropicales; en el hemisferio sur, s6lo se ha encontrado una especie (A. dregeanum
Kth.) (Fritsch y Friensen, 2002). Una de las zonas con mas diversidad se halla en el
area del Mediterraneo, Asia central y Paquistan. Inicialmente el género se desarroll6 en
zonas abiertas soleadas, en sitios secos con moderada humedad, sin embargo en la
actualidad ocupan otros nichos, como los valles interandinos en América del Sur.

(Arifin et al., 2000).



1.2 Allium cepa

Esta especie se encuentra dentro del grupo Cepa en la que se encuentran las
especies de mayor interés comercial (Fritsch y Friensen, 2002; Randle y Lancaster,
2002). Se caracteriza por tener hojas cilindricas, huecas, disticas, en su base forman
bulbos globulares o cilindricos unidos por membranas. Los bulbos tienen un disco basal
reducido a manera de rizoma. Las hojas tienen una forma casi circular, aunque pueden
presentar aplanamiento en la cara adaxial, ademas, tienen una vaina reducida (Fritsch y

Friensen, 2002).

La variacion en el tamafio, los colores (rojos, blancos, amarillos, rosados,
parpuras y violetas) y formas (globulosos, en forma de botella o planos) de los bulbos
denota una intensa seleccion artificial, que se halla relacionada directamente con
variaciones de sabor y en la capacidad de formar varios bulbos (Fritsch y Friensen,
2002; Currah y Proctor, 1990). De la misma forma podemos encontrar variedades que
se han adaptado a diferentes fotoperiodos y temperaturas. Por lo tanto, 6rganos como las
flores que no se hallan bajo directa seleccion no muestran mayores cambios (Fritsch y

Friensen, 2002).

1.3 Allium cepa variedad aggregatum

La cebolla chalote (Allium cepa var. aggregatum), denominada ‘shallot’ en
inglés y ‘échalotté’ en francés, es una de las variedades botanicas derivadas de la
especie Allium cepa. Se diferencia morfoldgicamente por la formacién de grupos de
bulbos unidos por el mismo disco basal, a diferencia de la cebolla comun que solo
forma un bulbo principal. Al igual que todos los tipos de cebolla, es originaria del
centro y sudeste-asiatico, y se repartié por el resto del mundo debido a migraciones

(Fritsch y Friensen, 2002). Otra de las principales diferencias de la cebolla chalote
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radica en que posee un mayor contenido de sélidos (16-33%) que la cebolla comun (7-
15%), lo que aumenta su contenido de acidos grasos, azlcares y compuestos sulfurados
(Currah y Proctor, 1990; Messiaen et al., 1994). Esto mejora su valor gastronémico para
la cocina gourmet al tener un olor y sabor mucho mas astringente y una consistencia
mas dura (Grubben, 1994; Fritsch y Friensen, 2002). Estas caracteristicas han hecho de
la cebolla chalote un producto altamente valorado en el mercado europeo (Messiaen et
al., 1994), estadounidense (Jones y Mann, 1963) y en Sudamérica por ejemplo en

Argentina (Galmarini, 1997).

Debido al alto contenido de sélidos, ademas de todas las propiedades
organolépticas, también, se derivan propiedades nutracéticas. Se ha encontrado que los
extractos de chalote tienen actividad antimicrobiana, principalmente sobre bacterias
Gram-positivas (Dankert et al., 1979; Currah y Proctor, 1990). Igualmente, la ingesta
prolongada previene la formacion de glébulos rojos anormales en conejos con
hipercolesterolemia (Tappayuthpijarn et al., 1989). En estudios realizados por Caldes y
Prescott (1973) se encontro la presencia de un compuesto con actividad antagonista en

el desarrollo de leucemia.

El cultivo de cebolla chalote es reducido a nivel mundial, pero se encuentra
localizado principalmente en paises con climas templados en los que la produccion de
cebolla comun se dificulta por la falta de épocas frias (Grubben, 1994; Currah y Proctor,
1990). Caracteristicas como tolerancia a alta temperatura y humedad, resistencia a
algunas enfermedades y mayor tiempo de vida de almacén, hacen que la cebolla chalote
pueda ser cultivada en zonas altas de paises como Indonesia, Thailandia, Uganda, Peru

y Ecuador (Currah y Proctor, 1990).



La propagacion de la cebolla chalote se realiza de manera vegetativa, ya que en
paises que no presentan cuatro estaciones es muy dificil que se produzca la floracién y
se forme semilla (Currah y Proctor, 1990). La falta de ciclos de reproduccién sexual
incrementa la persistencia de enfermedades virales (Walkey, 2002). La presencia de
virus en el cultivo pueden reducir hasta el 80% de la produccion por hectarea (Shiboleth
et al., 2006). El dnico método disponible para erradicar virus de este tipo de cultivo esta
basado en el cultivo de meristemas, con el que se obtienen bulbos libres de virus que
sirven como semilla para el inicio del cultivo (Lapitan et al., 1991; Fletcher et al.,

1998).

1.4 Importancia del cultivo de challote en el Ecuador

En el Ecuador no se reporta a la cebolla chalote como una variedad, aunque en
las provincias de Chimborazo y Tungurahua se la ha cultivado como una variedad de
paitefia. Para las estadisticas de produccion se la reporta como parte de la cebolla roja o
paitefia que se comercializa como producto fresco o seco. Se la utiliza tanto en la costa

como en la sierra como parte de diferentes platillos 0 como un condimento general.

Los sitios de cultivo para cebolla roja registrados por el Ministerio de
Agricultura son las provincias de Carchi, Imbabura, Tungurahua, Chimborazo, Manabi,
Santa Elena, Azuay y Loja. El area total plantada de cebolla roja en todo el pais para el
2012 fue de 2516,17 Ha y una produccion de 67300 t. De la produccion nacional, se
destina 94,45% para el mercado, 4,18% para autoconsumo y 1,37% se usa como semilla

(SINAGAP, 2013).

La provincia con mayor numero de hectareas plantadas de cebolla roja es
Tungurahua con 675 Ha y la provincia con mayor produccion es Loja con 33418 t. Al

realizar una relacion entre el total cosechado y el area utilizada se tiene que Loja tiene la
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mayor productividad (52 t/Ha), seguido por Santa Elena (34 t/Ha) y al finalmente
Tungurahua (17 t/Ha). Esto se debe a que la cebolla crece en climas mayormente secos,

por lo que el cultivo se favorecido en Loja y Santa Elena (SINAGAP, 2013).

El principal destino de la cebolla es el mercado interno, los precios por kilogramo
oscilan entre $0,30 y $0,50 para la cebolla fresca y entre $0,40 y $0,60 para la seca. El
total de cebolla importada para el 2012 fue de 28132 t, un tercio de la produccion del
afio (SINAGAP, 2013). Esto nos indica que existe una oportunidad para crecimiento de
mercado, con el que se pueda solventar el consumo interno y se pueda llegar a exportar

grandes cantidades de la misma, sin necesidad de ampliar la frontera agricola.

1.5 Enfermedades virales

1.5.1 Meétodos de deteccion de virus en plantas.

El principal método de deteccion de virus en plantas se basa en la identificacion
morfoldgica de las lesiones encontradas en diferentes 6rganos y los sintomas presentes
en la planta. Esto es posible gracias a que cada virus genera una sintomatologia
especifica (Diekmann, 1997; Salomon, 2002). Por ejemplo, en el virus del enanismo
amarillo de la cebolla (Onion Yellow Dwarf Virus — OYDV), se produce la formacién
de manchas amarillentas a lo largo de toda la hoja formando el mosaico caracteristico
del virus. Sin embargo, otros virus como el virus latente de la chalote no presenta

sintomas (Bagi et al., 2012).

La deteccion morfologica es uno de los métodos mas usados debido a la
facilidad y la rapidez, ya que al realizar una inspeccion visual se puede determinar la
presencia de virus en el cultivo (Salomon, 2002). Existen lineamientos estandarizados

para la inspeccion visual de cargamentos o campos de cultivos de diferentes especies de



interés como el café, cacao y para todas las especies comerciales del género Allium.
Estos lineamientos han sido establecidos por la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (Food and Agriculture Organization — FAO) con
el objetivo de evitar la proliferacion de pestes al momento de transportar germoplasma

de un pais a otro (Diekmann, 1997).

Un segundo método de deteccion se basa en el uso de otras especies de plantas
(plantas indicadoras) en las que la infeccion del virus produce lesiones tipicas que son
faciles de identificar; de la misma manera, se usa otras especies que son resistentes al
virus. Una de las especies usadas para la deteccion de OYDV es Chenopodium quinoae,
en la que se forman lesiones circulares clordticas en las hojas cuando se inocula el

extracto de las hojas de la planta de cebolla infectada con ese virus (Walkey, 2002).

Al lograr aislar los virus del tejido vegetal se ha logrado crear anticuerpos para
su deteccion seroldgica. El aislamiento de los virus se puede hacer por medio de
cromatografia de filtracién con gel de Sephadex y ultra centrifugacion en columnas de
gradiente de sacarosa o cloruro de cesio. El principal uso de los anticuerpos sirve para la
produccién de antisueros y para establecer pruebas de ELISA. Este método es rapido y
facil para usar. Sin embargo, la deteccion seroldgica tiene algunos problemas como la
sensibilidad; es decir, una misma prueba no puede detectar las diferentes variantes de un
mismo virus. Esto lleva a una idea erronea de que se trata de una nueva especie de virus,
pero al realizar analisis moleculares se puede observar que solo se trata de pequefias

variaciones de una misma especie (Salomon et al., 1996; Walkey, 2002).

Con el avance de la tecnologia, el uso de la microscopia electrénica permite
detectar la presencia de virus en la planta de manera directa. Este método se ve limitado

por la necesidad de un especialista y la disponibilidad del equipo (Salomon, 2002).



En los ultimos afios, con la mejora de analisis de macromoléculas como
proteinas y &cidos nucleicos, la deteccion molecular se ha vuelto uno de los métodos
méas eficientes (Walkey, 2002). Este método utiliza RT-PCR para lograr la
amplificacion de regiones especificas del genoma usando primers disefiados en base a
secuencias conservadas. También se puede usar primers degenerados, es decir, que
tienen nucledtidos cambiados para que se alineen con un mayor ndmero de secuencias y
evitar falsos negativos (Salomon, 2002) . Este método se vuelve mas eficiente ya que
tiene una sensibilidad 10000 veces mayor que las pruebas de ELISA y requieren el uso

de menor cantidad de material vegetal (Salomon et al., 1996).

1.5.2 Produccién de plantas libres de virus

Los tejidos meristeméticos se hallan libres de virus, debido a que no presentan
uniones directas con otros tejidos como plasmodesmos, xilema o floema. Este tipo de
tejido mantiene la membrana y la pared celular intacta y reciben nutrientes por medio de
difusion simple o por transporte activo. Los cuales no permiten el paso de virus, ya que
se trata de particulas de gran tamafio que no pueden pasar libremente por la membrana.
Por lo tanto plantas regeneradas a partir de estos tejidos también seran libres de virus

(Salomon et al., 1996).

La extraccion de las células meristimaticas es muy dificil ya que se trata de
tejidos que no se pueden distinguir facilmente del resto. De la misma manera los tejidos
circundantes a estas células se hallan normalmente contaminados con virus porque
presentan plasmodesmos. Debido a estas limitaciones solo un porcentaje pequefio de
plantas regeneradas a partir de la extraccion de meristemas seran libres de virus, de la
misma manera la tasa regeneracion sera diferente para diferentes variedades de una

misma especie (Ucman et al., 1998).



El método de extraccion de meristema se puede complementar con tratamientos
quimicos o térmicos (Salomon, 2002). Se puede adicionar al medio de cultivo
ribavirina, que es un nucleotido sintético modificado que puede insertarse en el genoma
viral bloqueando la replicacion de nuevos genomas, sin interferir en la replicacion de la
célula, por lo que no se ve una disminucion en la tasa de regeneracion (Fletcher et al.,
1998). También, se puede usar tratamientos térmicos, variaciones de temperatura, que
eviten el correcto ensamblaje de nuevos viriones. Sin embargo, los cambios de
temperatura o el uso de temperaturas muy altas puede pueden afectar al desarrollo de la

planta (Shiboleth et al., 2006).

1.5.3 Virus del enanismo amarrillo de la cebolla (onion yellow dwarf virus — OYDV)

El virus del enanismo amarillo de la cebolla es un virus filamentoso sin
membrana externa, de aproximadamente 775 nm de largo y 16 nm de diametro,
formado por ARN de sentido positivo cubierto con un solo tipo de proteinas que
integran la capside (Diekmann, 1997). Pertenece a la familia Potyviridae, fue descrito
por Melhus, Reddy, Henderson y Vestal en 1929. Se transmite por medio de al menos
50 especie de afidos y por inoculacion mecénica, pero no se ha reportado transmision

por medio de semillas (Salomon, 2002).

Los sintomas se presentan en las hojas formando pequefias manchas amarillas
desde la base de la hoja que se van extendiendo a lo largo de la misma mientras ésta se
va desarrollando, formando un mosaico. Las hojas nuevas pueden parecer sanas pero
van generando los sintomas conforme crecen. Cuando la infeccidn es avanzada las hojas
llegan a estar casi completamente cloréticas, se vuelven parcialmente flacidas y

arrugadas (Diekmann, 1997). Estos sintomas se traducen en reduccién de tamafio y peso



de la planta, numero de hojas, tamafio de las flores, nimero de semillas (Elnagar et al.,

2009; Bagi et al., 2012), ademas, de retraso en el tiempo de cosecha (Lot et al., 1998).

Estos sintomas pueden variar dentro de la misma especie, como lo que se
encontrd por Lot et al. (1998) al estudiar los efectos de OYDV sobre tres variedades de
ajo (Allium sativum) en Francia. La variedad ‘Messidrome’ presentd clorosis severa en
la mayoria de las hojas y las puntas de las hojas presentaron desecacion prematura. Para
la variedad ‘Germinor’ se vio poca formacion de manchas amarillas y clorosis.
Finalmente, para la variedad ‘Printanor’ la formacion del mosaico era facilmente
distinguible en hojas viejas pero casi imperceptibles en brotes nuevos. La severidad de
los efectos se relaciond con la pérdida de masa del bulbo en relacion a plantas no
infectadas. Plantas de ‘Messidrome’ que presentaron sintomas mas severos tenian una
reduccion del 57,5% mientras que para plantas de ‘Germinor’ era del 31,6%. Sin
embargo, el dafio causado por la infeccion fue mas notorio en la segunda generacion del
cultivo donde la pérdida de masa para ‘Messidrome’ aumento al 65,1% y para
‘Germinor’ al 47,7%. Esto indica el efecto acumulativo entre generaciones debido al
aumento de la carga viral de generacidon en generacion, debido a que la obtencion de

bulbos-semilla se hace de manera vegetativa (Conci et al, 2003).

La presencia de sintomas marcados permite que el virus sea facilmente
identificado por medio de inspecciones visuales, aunque se debe evaluar plantas
maduras ya que los sintomas no son marcados en brotes nuevos, dando falsos negativos
(Diekmann, 1997; Bagi et al., 2012). En el trabajo realizado por Bagi et al. (2012) se
logré establecer una correlacion positiva entre la carga viral y el puntaje visual otorgado
a la severidad de los sintomas. Para esto se califico la severidad de los sintomas en una
escala de 0 a 4, y se determiné la carga viral de acuerdo a la absorbancia a 405nm

obtenida en base a pruebas DAS-ELISA. Sin embargo, se dieron casos de falsos
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positivos y falsos negativos. Es importante tomar en cuenta que la deteccién por medio
de anticuerpos no siempre incluye a todas las variantes del virus, ademads, que
infecciones avanzadas de otros virus como el de la rayadura amarilla del puerro (leek

yellow stripe virus — LY SV) pueden presentar sintomas solapantes (Salomon, 2002).

Debido a la variabilidad encontrada dentro del virus, se han hecho reportes de
nuevas especies basados en las reacciones obtenidas con antisueros. No obstante,
cuando se han realizado estudios moleculares se ha logrado determinar que se tratan de
la misma especie (Salomon, 2002). En 1998, Tsuneyoshi et al., en base a anlisis de la
secuencia de nucleotidos del gen la proteina de la capside, determinaron que existian
dos variantes de OYDV. La variante ‘garlic-type’ que incluye a todos los virus aislados
de ajo y chalote, y que fueron reportados como OYDV, vy, la variante ‘wakegi-type’ que
agruparia a los virus reportados como welsh onion yellow stripe virus (WoYSV) y

shallot yellow stripe virus (SYSV) aislados en diferentes especies de Allium.

Gracias al analisis molecular se ha logrado encontrar factores de virulencia en
OYDV. En el estudio realizado por Takaki et al. (2006) se utiliz6 dos variantes del virus
aisladas de ajo (Allium sativum) en Japon: la variante ‘G79’ que produce sintomas
moderados; y, la variante ‘G5h’ que produce sintomas severos. Al comparar la
secuencia de los genomas, se encontrd6 que la variacion que producia sintomas
moderados no tenia la secuencia codificante para 91 aminoacidos del extremo N-
terminal de la proteina HC-Pro. Esta proteina fue identificada inicialmente en el virus
del mosaico del nabo (Turnip Mosaic Virus — TuMV), otro potyvirus (Kasschau et al,
2003). Esta acttia como un inhibidor de silenciadores de ARN. Este es un mecanismo de
contradefensa que facilita la infeccion sistémica del virus, al evitar que la planta
identifique al genoma del virus o los ARNm producidos por el mismo y los degrade. De

la misma manera, interfiere con la actividad de miR171 de la planta, que esta encargado
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de la degradacién de los ARNm producidos por los factores de transcripcién
Scarecreow-like, que participan en una correcta division celular (Di Laurencio et al.,

1996).

Se ha reportado este virus en todo el mundo (Elnagar et al., 2009; Bagi et al.,
2012; Conci et al, 2003; Tsuneyoshi et al., 1998), con incidencias mayores al 50% para
cebolla y muy cercanas al 100% para ajo (Diekmann, 1997). En Ecuador, no se ha
realizado reportes sobre su deteccion serelégica o molecular. Sin embargo, al realizar
una inspeccion visual en el cultivo ubicado en la Granja Experimental de la Universidad
San Francisco de Quito, Tumbaco-Pichincha, se encontrd plantas que presentaban los
sintomas caracteristicas de la enfermedad (datos no publicados) por lo que se decidio

realizar mayores estudios.

1.5.4 Virus latente del chalote (Shallot Latent Virus — SLV)

El virus latente del chalote pertenece a la familia Carlaviridae, fue descrito por
Bos, Huttinga y Maat en 1978. Los viriones son filamentosos de 660 nm de largo,
normalmente forman agregaciones entre ellos y son mas rigidos que los viriones de los
potyvirus, lo que facilita su diferenciacion por medio de microscopia electrénica
(Diekmann, 1997; Salomon, 2002). Se transmite por afidos, inoculacién mecanica y

por medio de semillas (Diekmann, 1997).

Los sintomas producidos por este virus son casi imperceptibles, por lo que la
deteccion visual se vuelve inadecuada. EI método de deteccion mas comun se basa en el
uso de anticuerpos, pero se ha visto que tiene un poder reducido al no identificar todas
las variantes del virus generando falsos negativos, inclusive se ha dado el reporte

equivocado de nuevas especies (Diekmann, 1997).
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En el estudio de van Dijk (1993) luego de analizar 96 aislamientos de 12
especies del género Allium, utilizando antisueros especificos y plantas indicadoras
(Chenopodium amaranticolor, C. quinoa, Celosia argentea, Nicotiana hesperis y N.
occidentalis) se pudo identificar tres especies de carlavirus: el virus latente de la
chalote, el virus latente del ajo (garlic latent virus — GLV) y el virus comun latente del
ajo (garlic common latent virus — GCLV). Se determin6 que los virus descritos en Japon
como garlic latent virus y asian shallot virus aislados de ajo (Allium sativum) y chalote
(Allium cepa var. aggregatum), y el virus Sint-Jan’s-onion latent virus aislados de
cebolla comun (Allium cepa var. cepa) en Holanda, solo eran variantes de SLV y no se
trataba de especies independientes. Los aislamientos de GLV hechos en Japon en
cebolla larga (Allium fistolosum) y rakkyo (Allium chinense) se los mantuvo en la
misma especie; mientras que, los aislamientos de GLV en ajo elefante (Allium
ampeloprasum var. holmense) de Japén y en ajo de Alemania se los agrup6 como el

virus comun latente del ajo (GCLV).

Maés adelante, en un estudio hecho por Tsuneyoshi et al. (1998), en base a la
secuencia de amino acidos de la proteina de la capside, se mostré6 que GLV era una
variante de SLV por lo que se los agrup6 dentro esta especie; y, se comprobd que
GCLYV se trata de una especie independiente. También, se encontré variantes especificas
de SLV para diferentes regiones, pero no se encontrd variaciones especificas para las
diferentes especies infectadas. Esto indica que la misma variante del virus es capaz de

infectar a varias especies del género Allium dentro de una misma region.

Aunque no se han determinado efectos directos de SLV sobre los cultivos, la
importancia de este virus radica en que se ha visto que los sintomas producidos por
OYDV, y otros potyvirus, se ven exacerbados produciendo mayores pérdidas en los

cultivos (Paludan, 1980. Conci et al., 2003). En el estudio realizado en Argentina por
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Conci et al. (2003) en ajo (Allium sativum) se encontré que plantas libres de virus tienen
bulbos con 216% mas peso y 37% mas diametro que plantas infectadas por un complejo
de virus formado por SLV, OYDV Yy el virus de la rayadura amarilla del puerro (leek
yellow stripe virus — LYSV). Si bien en este estudio no se especifica el efecto directo de
SLV sobre el cultivo, se puede ver el amplio dafio que pueden producir las infecciones

virales combinadas.

En un trabajo previo realizado por Paludan (1980), se pudo comprobar el efecto
de SLV al combinarse con otro potyvirus. El estudio se realiz en 15 campos de cultivo
en Dinamarca donde se analizd la sensibilidad de la cebolla puerro (Allium
ampeloprasum) a SLV, al virus de la Rayadura Amarilla del Puerro (Leek Yellow
Stripe Virus - LYSV) y al complejo viral formado por LYSV+SLV. Se encontré que los
campos de cultivo que presentaban dafios mas severos se hallaban infectados con el
complejo SLV+LYSV, mientras que los cultivos que solo se encontraban infectados con
LYSV presentaban dafios moderados y los que solo tenian SLV no presentaban
sintomas. En almacenamiento, la mayor pérdida se vio en bulbos provenientes de

plantas infectadas por los dos virus.

Se presume que la distribucion de SLV es mundial. En cebolla chalote y puerro
se ha encontrado una alta incidencia, cercana al 100%, en paises de Europa y Asia (van
Dijk 1993; Barget al. 1997). En el Ecuador no se han realizado reportes sobre la
deteccidn seroldgica o molecular del mismo, pero si se ha reportado recientemente en
otros paises de la region como Brazil (Mituti et al., 2011) y Argentina (Torrico, 2010).
Debido a su amplia distribucion e incidencia se puede asumir que el virus se halla
presente en el pais, por lo que se lo tomd como parte de este estudio. Ademas, que
puede ser uno de los factores agravantes al dafio que se produce en los cultivos, ya que

puede ser transmitido en conjunto con otros virus como OYDV (Conci, et al., 2003).
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Las enfermedades virales representan uno de los principales problemas para el
cultivo de chalote, debido al deterioro en la calidad de los bulbos y la reduccion de la
productividad. En base a los antecedentes presentados, en este estudio se busca
desarrollar un método eficiente de deteccion molecular de los virus OYDV y SLV; vy,
generar un protocolo para el cultivo in-vitro de meristemas que se pueda combinar con

quimioterapia para regenerar plantas libres de los dos virus en chalote.

2 Objetivo General

Generar plantulas in-vitro de chalote (Allium cepa var. Aggregatum) libres de

OYDV y SLV por medio del cultivo de meristemas apicales y el uso de ribavirina.

3 Objetivos Especificos

- Desarrollar un método de deteccion de los virus OYDV y SLV en plantas de

chalote basado en RT-PCR.

- Desarrollar un método de regeneracion de plantulas de Allium cepa var.

aggregatum a partir del cultivo de meristemas apicales

- Determinar la eficiencia del cultivo de meristemas para la generacion de plantas

de chalote libres de SLV y OYDV

- Determinar la eficiencia del cultivo de meristemas combinado con el uso de

ribavirina para la generacién de plantas de chalote libres de SLV y OYDV

4  Area de estudio

El material utilizado proviene de un programa de seleccion de chalotes originarios
de la provincia de Chimborazo y cultivados en la Granja Experimental de la

Universidad San Francisco de Quito (USFQ), ubicada en la parroquia de Tumbaco,
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canton Quito, provincia de Pichincha a 2400 msnm, 78°24° longuitud oeste y 00°23’
latitud sur. EI analisis molecular y el cultivo in-vitro se realiz6 en el Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad San Francisco de Quito (Colegio de Ciencias

Biologicas y Ambientales), Cumbayé - Ecuador.

5 Justificacion

La cebolla chalote (Allium cepa var. aggregatum) se destaca sobre la cebolla
comun (Allium cepa var. cepa) por dos caracteristicas principales: la formacién de
varios bulbos unidos a un solo disco basal y un mayor contenido de solidos. EI mayor
namero de bulbos que se producen por planta mejora la productividad de la misma
ademés que facilita la propagacion vegetativa al tener mas bulbos disponibles como
semilla. Mientras que, al tener una mayor cantidad de sélidos tiene mayor cantidad de
azucares, proteinas y minerales que aumentan su valor gastronémico y nutracético

(Robledo-Pazet al., 2000; Currah y Proctor, 1990; Messiaen et al., 1994).

En Ecuador, el cultivo de chalote no es muy extendido. Se lo puede encontrar de
manera reducida en Tungurahua y Chimborazo. Debido a que no se lo registra como
una variedad no se puede tener datos estadisticos sobre la produccién, solo se tiene los
datos de la cebolla paitefia 0 roja, en la que se agrupa también a la chalote. El cultivo de
cebolla roja esta extendido por todo el pais, principalmente, en los valles interandinos.
Sin embargo, la produccién total no permite la cobertura total de la demanda del
mercado, ya que es necesaria la importacion de cebolla roja desde Perd (SINAGAP,
2013). Una ventaja del cultivo de chalote en el Ecuador, es la facilidad de tener varias
cosechas por afio lo que permite tener disponibilidad del producto de manera constante
sin necesidad de grandes espacios de almacenamiento, lo que reduce el costo de

produccion (Currah y Proctor, 1990).
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Los principales problemas que afectan al cultivo de chalote son hongos, nematodos
y especialmente los virus. Las enfermedades virales producen reduccién en la
productividad del cultivo y en la calidad final del bulbo, reduciendo su tamafio y el
tiempo de almacenamiento, que conllevan grandes pérdidas econémicas (Diekmann,

1997).

Hasta el momento no se ha logrado desarrollar variedades de chalote resistentes a
estos virus, como se ha logrado con hongos y nematodos (Salomon, 2002). Tampoco, se
ha logrado desarrollar métodos para eliminar virus en el campo, solo puede evitar la
contaminacion de plantas que se hallan libres de virus por medio de métodos fisicos que
eviten el paso de afidos portadores de los mismos. Este método no es efectivo a largo
plazo ya que siempre se debe adquirir nuevas plantas libres de virus (Salomon et al,
1996). Ademas, estos problemas se ven agravados al realizar propagacion vegetativa,
con la que la cargar viral aumenta con cada generacion del cultivo, agravando los

sintomas. (Diekmann, 1997).

Con estos antecedentes, en este estudio se plantea el cultivo de meristemas y el uso
de quimioterapia como una opcién para la produccion de plantas de chalote libres de
virus. De esta manera, se espera mejorar la productividad del cultivo y la calidad del
producto, para que se cumpla con la demanda del mercado interno reduciendo las
importaciones. Por otro lado, se puede llegar a mercados internacionales donde el precio

de esta variedad de cebolla es mas alto.
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6 Materiales

6.1 Coleccion del material vegetal

Se selecciond indistintamente plantas de chalote de las poblaciones cultivadas en

la Granja Experimental de la Universidad San Francisco de Quito que presentaban las

caracteristicas tipicas de la infeccion de SLV y OYD, siguiendo los lineamientos

establecidos por la FAO/IPGRI Technical Guidelines for the Safe Movement of

Germplasm of Allium (Diekmann, 1997). Las hojas de las plantas de chalote fueron

utilizadas para la extraccion de ARN total y la posterior deteccion molecular de los dos

virus, mientras que los bulbos fueron almacenados a 4°C para su posterior uso.

11S04. Cada familia fue establecida a partir de una sola planta cosechada en enero de

Se colecto e identificd bulbos de chalote de las familias de seleccion, 11S03 y

2011 en la Granja Experimental de la USFQ como parte del programa de mejora

genética de esta especie. Estos bulbos fueron almacenados a 4°C para su posterior uso.

6.2

6.2.1

Identificacién de los virus SLV y OYDV

Extraccion de ARN total de hojas de chalote

TRIzol®Invitrogen

Etanol 70%

Isopropanol 99,5% (Sigma)

Nitrogeno liquido

Cloroformo 99,8% (Sigma)

Agua desmineralizada tratada con DEPC (Invitrogen)
Centrifuga Eppendorf 5415D

Balanza analitica Sartorius LA 230 S

17



6.2.2

Cuantificacion y visualizacion de bandas de ARN total

NanoDrop Thermo scientific 1000

Agarosa 2% (SeaKem)

TBE 10X (108g/L Tris, 55¢/L acido borico, 7,49g/L EDTA)
SYBR safe (10.000X, Invitrogen)

Blue Juice 10X (Invitrogen)

Ladder de 100 bp (Axygen)

Camara de electroforesis horizontal Scientific Co. MGU-502T
Fuente de poder Scientific Co. EPS-300 Il C.B.S

Fotodocumentador (Molecular Imager: BIO-RAD; Gel Doc XR)

Sintesis de la primera hebra de ADNCc viral

ARN total extraido de hojas de chalote (100ng.L™)

0,2 uM de cada primer reverse correspondiente (Tabla 1)
SuperScript 11 (Invitrogen)

5X First-Strand Buffer (Invitrogen)

Ditiotreitol DTT (Invitrogen)

Termociclador T personal 6138 (Biometra)

Amplificacion de ADN viral mediante PCR

ADNCc viral obtenido por transcripcion inversa (ver seccion 7.1.2)
10X PCR Amplification Buffer (Invitrogen)

1,5 mM de MgCI2 (Invitrogen)

200 uM de dNTPs (Invitrogen)

0,2 uM de cada par de primers correspondiente (Tabla 1)
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e DNA Taq polimerasa (Invitrogen)

e Termociclador T personal 6138

6.2.5 Electroforesis en gel de agarosa

e Agarosa 0,8% (SeaKem)

e TBE 10X (108g/L Tris, 55¢/L acido borico, 7,499/L EDTA)

e SYBR safe (10.000X, Invitrogen)

e Blue Juice 10X (Invitrogen)

e Ladder de 100 bp (Axygen)

e Céamara de electroforesis horizontal Scientific Co. MGU-502T
e Fuente de poder Scientific Co. EPS-300 Il C.B.S

e Fotodocumentador (Molecular Imager: BIO-RAD; Gel Doc XR)

6.3 Cultivo in-vitro de chalote

6.3.1 Desinfeccién e introduccion in-vitro de bulbos de chalote

e Hipoclorito de sodio 2,5%; 3,5%; 4,5%
e Etanol 70%

e Tween 20 (Sigma)

e Agua destilada estéril

e Camara de flujo laminar (LABCONCO Purifier Clean Bench)

6.3.2 Limpieza de virus SLV y OYDV por medio cultivo de meristema apical y

quimioterapia

e Frascos de vidrio de 477mL

e Tubos de ensayo de vidrio de 50mL

19



6.3.3

e Medio MS (Murashige & Skoog, 1962) pH 5,8.
e Acido naftalénacético - NAA (Sigma)

e 6-Benzylaminopurina — BA (Sigma)

e Kinetina (Sigma)

e Acido jasmonico (Sigma)

¢ Ribavirina (Sigma)

e Benomyl (Agripac)

e Agar (Sigma)

e Sacarosa (marca comercial: San Carlos)

e Carbon activado (Sigma)

Microscopio de diseccion Thermo scientific

Aclimatacion de pléantulas in-vitro de chalote

e Vasos plasticos 355mL

e Sunshine All Purpose Planting Mix (80% Turba + 20% Perlita) (Sun Gro
Horticulture)

e Tierra (Agro Terra Potting Mix — Canterbury Research S.A.)

e Agua destilada estéril

e Vasijas de barro
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7  Metodologia
7.1 ldentificacion de los virus SLV y OYDV
7.1.1 Extraccion de ARN total de hojas de chalote

Se trituré en mortero 100 mg de hojas frescas de plantas de chalote usando
nitrégeno liquido; el polvo resultante se mezclé con 1ml de TRIzol y se dejé reposar por
20 min. Se centrifugd a 12000 rpm a 4°C por 15 min. Se rescato la fase liquida, y se
agregd 240 uL de cloroformo 99,8%, se dejé reposar por 3 min y se centrifugd bajo las
mismas condiciones anteriores. Se coloco el sobrenadante transparente en un nuevo
tubo con 500 uL de isopropanol 99,5%, se dejo reposar por 10 min y se centrifugd por
10 min a 12000 rpm a 4°C. Se descart6 toda la fase liquida, se lavo el pellet resultante
con 1 mL de etanol al 70% vy se centrifugd a 7500 rpm por 5 min. Se retird todo el
etanol remanente y se dej6 secar el pellet en la cdmara de flujo laminar. Se resuspendio
el pellet de ARN en 50 uL de agua tratada con DEPC y se almacené a -70°C. Se midio
la concentracion de ARN usando el NanoDrop Thermo scientific 1000 y se visualizé las
bandas de ARN usando electroforesis en gel de agarosa 2% a 80V por 60 min.
Finalmente, se diluy6 el ARN obtenido a 100 ng.L™, y se almacené a -20°C hasta su

uso.

7.1.2 Sintesis de la primera hebra de ADNc viral

Se usO primers especificos para cada virus (Tabla 1). Los primers para SLV
fueron descritos por Majumber et al. (2008), mientras que, los primers para OYDV
fueron descritos por Mahmoud et al. (2007). La sintesis de la primera hebra de ADNc

viral se realiz6 de manera independiente para cada uno de los virus.
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La reaccion para cada virus tuvo un volumen final de 20 uL con 0,2 uM del
primer reverse del virus correspondiente (Tabla 1), 5 ug.uL™ de ARN total (ver seccién
7.1.1), 20U de retrotranscriptasa M-MuLV (SuperScript 11, Invitrogen), 0,5 uML de
dNTP mix, 1X de First-Strand Buffer y 10 mM de DTT. Se realiz6 una denaturacién
inicial a 65°C por 5 min, sin la adicion de la retrotranscriptasa. Al finalizar este paso, se
adiciond la retrotranscriptasa y se incub6 por 1 h en el termociclador a 48°C, luego de lo
cual se inactivo la enzima calentando la mezcla a 70°C por 15 min. Una vez concluida

la reaccion, se almacené a -20°C hasta su uso.

7.1.3 Amplificacion y visualizacion de bandas de ADN viral obtenido

La reaccion de amplificacion se hizo en un volumen final de 10 uL que contenia
1uL del producto de la retrotranscripcion (ver secciéon 7.1.2) como templado, 1X de
PCR Amplification Buffer, 0,2 uM de dNTP mix, 1,5 mM de MgCl, 0,2 uM de cada
primer del virus correspondiente (Tabla 1) y 1U de Tagq DNA Polimerasa (Invitrogen).
Los tiempos de ciclado para los primers SLV fueron: 5 min a 94°C, luego 30 ciclos de
45s a 94°C, 20s a 48°C y 1 min a 72°C, extensién final de 10min a 72°C. Para los
primers OYDV el ciclado fue: 10 min a 95°C, después 30 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min
a61°Cy 1 mina 72°C, extension final 5 min a 72°C. Los productos de la amplificacién
se visualizaron mediante electroforesis en gel de agarosa 0,8% Yy tincion con
SyberSafe®. Finalmente se fotografié el gel usando un transiluminador UV con un

software para captura de imagen (Biorad XR documentation system).
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7.2 Cultivo in-vitro de chalote
7.2.1 Tratamiento de frio de los bulbos de chalote previo al cultivo in-vitro

Todos bulbos de chalote colectados se sometieron a un proceso de secado inicial.
Este proceso consiste en colocar los bulbos en estanterias de madera bajo condiciones
ambientales, temperatura maxima de 25°C y minima de 8°C, por 30 dias. Al finalizar
este periodo las capas externas se deshidratan, con lo que se evita la proliferacion de
hongos. Luego del secado, los bulbos fueron almacenados por cuatro semanas en el
cuarto frio (4°C) de la Planta Piloto del Colegio de Agricultura, Alimentos y Nutricion
(CAAN) de la Universidad San Francisco de Quito en Cumbaya. Este tratamiento
prepara a los meristemas para la brotacion cuando se los coloca en el medio de cultivo

(Fletcher et al., 1998)

7.2.2 Desinfeccién e introduccion in-vitro de bulbos de chalote

Luego de transcurrido el tratamiento en frio, se lavd los bulbos con agua
corriente por 10 minutos para retirar restos de tierra y se descart6 las capas secas del
bulbo. Luego se procedio a cortar en bulbo como se indica en el esquema de la Figura 1.
El explante resultante se colocd en etanol 70% por 10 min, luego se probd tres
concentraciones de NaClO 2,5%, 3,5% y 4,5% con tres gotas de Tween 20 por
diferentes tiempos 20 min, 25 min y 30 min. Luego se los lavd con agua destilada
estéril, y se retird de dos a tres catafilos externos hasta obtener un explante de 1,5 cm de
diametro y 1 cm de altura. Se colocé cuatro explantes por frasco de vidrio con 50 mL de
medio de induccién A MI-A (medio MS + NAA 5uM, BA 5uM, sacarosa 30 g.L?,
benomil 1500mg.L?, agar 6g.L™) o en el medio de induccién B MI-B (medio MS,
suplementado con NAA 5uM, kinetina 10uM, sacarosa 30 g.L™, benomil 1500mg.L™,
agar 6g.L™) segtin el experimento. Para la eliminacién de virus por quimioterapia se usé
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el medio de induccion C MI-C, que tiene la misma composicion del medio MI-A pero

suplementado con 50 mg.L™ de ribavirina.

7.2.3 Cultivo de meristema y regeneracion de plantulas de chalote

Luego de una semana en el medio MI-A, MI-B o MI-C, se obtuvo plantulas de
2-3cm de alto. Usando el microscopio de diseccion se procedié a extraer el meristema
apical segun el esquema de la Figura 1. Luego que se extrajo el meristema se lo colocd
en un tubo con 20mL del medio MI-A, MI-B o MI-C, correspondiente al medio inicial,
por cuatro semanas. Luego de este tiempo se paso las plantulas formadas al medio de
crecimiento MC (medio MS, suplementado con sacarosa 30 g.L™, agar 6g.L™) por
cuatro semanas mas, hasta que alcanzaron una altura de 5cm de alto. Una vez que se
obtuvo estas plantulas se las coloc6 en diferentes medios de embulbamiento: medio
ME-A (MS + sacarosa 120g.L™, carbén activado 5g.L™" y agar 6g.L™). El medio ME-B
tuvo la misma composicion que ME-A pero con una reduccion en la cantidad de
sacarosa a 60 g.L™; y, el medio ME-C (MS + &cido jasmémico 8mg.L™, sacarosa 60
g.L ™" y agar 6g.L™). Luego de 4 a 6 semanas las plantas con bulbo de alrededor de 1cm
de diametro pasaron al proceso de aclimatacién. Para determinar la eficiencia de la
regeneracion de plantas libres de virus por medio del cultivo de meristemas y el
tratamiento con ribavirina, se realizo la deteccion de la presencia de virus mediante RT-

PCR (ver seccién 7.1) antes de la fase de aclimatacion.

7.2.4 Aclimatacion de plantulas de chalote

Se utiliz6 dos métodos de aclimatacién. En el primero, aclimatacion directa, se
colocé las plantulas en los vasos plasticos con Sunshine All Purpose Planting Mix
previamente esterilizado (15min, 121°C, 15PSI) y se las regd con agua destilada estéril

dos veces por semana. En el segundo, la aclimatacion por pasos, se coloco Sunshine All
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Purpose Planting Mix en la vasija de barro dentro del frasco de vidrio y se esterilizd
(15min, 121°C, 15PSI). Luego, se colocé la planta dentro de la vasija y se cubri6 el
frasco de vidrio con papel plastico, se regd dos veces por semana y se realiz6 un agujero
de aproximadamente 0,5cm de didmetro cada semana por cuatro semanas. Al finalizar
este periodo se paso las plantas a masetas de plastico con tierra (Agro Terra Potting

Mix) y se las coloco en el invernadero del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal.
8 Resultados

8.1 lIdentificacion de SLV y OYDV

8.1.1 Extraccion de ARN total de hojas de chalote

Se recolect6 hojas de 55 plantas de chalote que presentaban sintomatologia de
infeccion de SLV y OYDV vy se extrajo el ARN total de todas ellas. Se logré obtener
una alta concentracion de ARN en todas las muestras (620,0+492,2ug.mL™). Sin
embargo, la variacion en la concentracién de ARN es muy alta con muestras que van
desde 3451,2 a 108,2ug.mL™. El indice de absorbancia 260nm/280nm fue 1,54+0,3;
mientras que el indice 260nm/230nm fue de 0,67+0,2 (Anexo 1). Al analizar las
muestras en los geles de agarosa se pueden ver las bandas de las subunidades
ribosomales (28s y 18s) lo que indica que el proceso de extraccién de ARN fue

adecuado (Figura 2). Por esto se pudo usar las 55 muestras en los siguientes pasos.

8.1.2 Sintesis de ADNCc viral, amplificacién de ADN viral y visualizacion de bandas

obtenidas para cada virus

El ARN obtenido fue diluido a una concentracién de 100 ng.uL™ y se usé como
molde para la sintesis de ADNc, usando la enzima SuperScript 111 (Invitrogen). De la

misma manera el ADNc obtenido fue usado como molde para el PCR sin dilucion
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previa. Luego de la amplificacion se visualizd las bandas por medio de electroforesis en
geles de agarosa. Se observo en todas las muestras una banda en 308bp para SLV
(Figura3) y en 601bp para OYVD (Figura 4) que corresponde a los tamafios de banda
esperados respectivamente (Majumber et al., 2008; Mahmoud et al., 2007). Estos datos
comprueban el 100% de infeccidn de los dos virus para las 55 muestras de plantas de

chalote analizadas.

8.2 Cultivo in-vitro de chalote

8.2.1 Desinfeccién e introduccion in-vitro de bulbos de chalote

Se analizé la efectividad de tres concentraciones de hipoclorito de sodio (2,5%;
3,5%; 4,5%) en tres tiempos diferentes (20 min, 25 min, 30 min) usando ocho bulbos de
chalote por tratamiento. Se cort6 los bulbos segun el esquema descrito en la Figura 1, y
se sembro los discos basales en el medio MI-A por una semana. Se logr6 determinar
que en la concentracion mas baja de hipoclorito de sodio (2,5%), sin importar el tiempo
de exposicidn, se obtuvo un 100% de contaminacién, mientras que en la concentracién
mas alta (4,5%) se logré 0% de contaminacion a partir de 30 min (Tabla 2). Para todos
los experimentos posteriores se utilizd el protocolo de desinfeccion usando hipoclorito

de sodio al 4,5% por 30 min.

Los resultados anteriores se obtuvieron luego de suplementar los medios MI-A,
MI-B y MI-C con el fungicida sisttmico benomil. Cuando no se colocaba el fungicida
se obtenia un 100% de contaminacion por Pyrenochaeta terrestris, un hongo endégeno
agente etioldgico de la raiz rosada. Sin importar la concentracion del hipoclorito de
sodio o del tiempo de exposicion no se logréd eliminar al hongo. Esto se debe a que las
hifas de este hongo penetran en la epidermis y el tejido cortical de las raices y del bulbo

(Cadenas y Mattos, 2001).
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8.2.2 Cultivo de meristemas de chalote, regeneracién de plantulas y aclimatacion

8.2.2.1 Anaélisis del nimero de catafilos en el explante inicial para el cultivo de

meristemas

Se analiz6 el numero de catéfilos presentes en explante para el inicio de la
regeneracion de los meristemas. Para esto se aisl6 meristemas con uno, dos y tres
catéfilos, y se los coloco en el medio MI-A por cuatro semanas. Se utiliz6 15 explantes
por tratamiento. Se encontrdé 0% de regeneracion para explantes con un catéfilo, 73%
para explantes con dos, y 100% para explantes con tres. Para todos los experimentos
posteriores se utilizo explantes con dos catéfilos, ya que son los explantes mas pequefios

con los que se obtuvo regeneracion de plantulas a partir del meristema.

8.2.2.2 Comparacion entre reguladores de crecimiento

Se uso los medios MI-A + 5 uM BA y el medio MI-B + 10 uM kinetina. Se usé
30 discos basales por tratamiento y se sigui6 el protocolo estdndar de siembra y
extraccion de meristemas (Figura 1). Luego de cuatro semanas en el respectivo medio se
registrd los datos y se encontré un 33% de crecimiento de plantulas en el medio MI-A 'y

un 53% de crecimiento en el medio MI-B.

8.2.2.3 Comparacidn de crecimiento entre familias seleccionadas de chalote

Se us6 30 bulbos de la familia 11S03 y 30 bulbos de la familia 11S04. Ambas
familias fueron establecidas a partir de plantas individuales cosechadas en enero de
2011 en la Granja Experimental de la USFQ. Se sigui6 el procedimiento ya establecido
de siembra de discos basales y extraccidén de meristemas (Figura 1). Se utilizé el medio
MI-B vy los datos se registraron luego de cuatro semanas. La familia 11S03 tuvo un 43%

de regeneracion de plantulas a partir del meristema y la 11S04 un 73%.
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8.2.2.4 Formacion de bulbos a partir de plantulas de chalote obtenidas por cultivo de

meristemas

Para estos experimentos se usO plantulas obtenidas a partir de meristemas
sembrados en el medio MI-A por cuatro semanas y que luego fueron transferidas al
medio MC por cuatro semanas mas. En el medio ME-A se colocé 10 plantulas pero no
se obtuvo la formacidn de ningun bulbo ya que luego de una semana todas las plantulas
presentaron sefiales de envejecimiento y para la segunda semana se encontraban secas.
Debido a esto se redujo la concentracién de azicar en el medio a la mitad (de 120 g.L™
a 60 g.L™). En el medio ME-B se colocé 18 plantulas de las cuales 11 formaron bulbo
(61%) luego de 6 semanas, pero solo 4 plantulas desarrollaron raices (22%). Finalmente
todas las plantas con bulbo fueron llevadas al proceso de aclimatacion. Para mejorar el
porcentaje de embulbamiento se suplemento el medio ME-B con 8mg.L-1 de &cido
jasmonico (medio ME-C), se transfirio 8 plantulas de las cuales el 88% desarrollo bulbo
a las 4 semanas pero no se vio la formacion de nuevas hojas o raices. A las 5 semanas el

100% de las plantulas se secaron.

8.2.2.5 Aclimatacién de bulbos obtenidos por cultivo in-vitro de meristemas

Se utilizo los bulbos obtenidos en el medio ME-B, los cuales se dividieron para la
prueba de aclimataciéon directa o por pasos. Se colocd 6 plantas para aclimatacion
directa, las cuales luego de 2 semanas presentaron sefiales de desecacién. Las 5 plantas
restantes pasaron por el proceso de aclimatacion por pasos, de estas: una planta presentd
contaminacion por hongos, y las cuatro restantes se secaron luego de dos semanas. No

se obtuvo la aclimatacion efectiva de ninguna plantula.
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8.3 Eficiencia en la regeneracion de plantas de chalote libres de SLV y OYDV

Se utilizé un total de 120 bulbos infectados con los dos virus, SLV y OYDV, que
fueron previamente diagnosticados por el método molecular antes descrito. Se los
dividid en tres grupos de 40 bulbos, de los cuales 20 se usaron como control y 20 como
tratamiento; con esto se tuvo un total de tres repeticiones independientes. El tratamiento
consistio en el cultivo de meristemas en el medio MI-C, que se halla suplementado con
ribavirina; mientras que, para el control se cultivé los meristemas en el medio MI-A, sin
ribavirina. Se aplico el protocolo ya establecido para la extraccion de meristema (Figura
1). Luego de 4 semanas en el medio correspondiente, las plantulas obtenidas se pasaron
al medio MC por cuatro semanas mas, y luego al medio ME-B por 6 semanas mas. Al
terminar este proceso, se cort6 100mg de hoja de las plantulas obtenidas para la

deteccidn viral. Finalmente, ninguna planta pudo ser aclimatada.

Los resultados obtenidos muestran que la efectividad promedio para la
eliminacion de SLV es 29+9% (6 plantulas de 20 totales) en el control y 42+12% (9
plantulas de 20 totales) en el tratamiento; para OYDV es 29+9% (6 plantulas de 20
totales) para el control y 55+15% (11 plantulas de 20 totales) para el tratamiento (Tabla
3). Al realizar la prueba t de Student para muestras independientes en Minitab®15, no
se encontr6 diferencias significativas entre el control y el tratamiento para la
eliminacién de SLV (Valor T =-1,91; Valor P = 0,152; GL = 3) ni para plantas libres
de los dos virus (Valor T = -1,91; Valor P = 0,152; GL = 3), pero si es significativa

para la eliminacion de OYDV (Valor T =-4,48; Valor P =0,021; GL = 3).

Aunque, no se logrd la aclimatacion de ninguna planta, se puede obtener el
porcentaje de regeneracion desde el cultivo de meristema hasta la formaciéon de

plantulas con bulbo, para el control fue 33+8% (20 plantulas regeneradas de 60
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meristemas aislados) y para el tratamiento fue 33+3% (20 plantulas regeneradas de 60

meristemas aislados) (Tabla 3).

9 Discusion

9.1 Identificacion de los virus SLV y OYDV

El protocolo de deteccion para los virus SLV y OYDV basado en RT-PCR usando
primers especificos fue eficiente ya que se logré detectar virus en el 100% de las plantas
muestreadas en campo que mostraban sintomas, de esta manera se logré una
congruencia tanto en la deteccion morfoldgica como en la molecular. Esto ya ha sido
encontrado en otros estudios como el de Majumder et al. (2008) y Mahmoud et al.
(2007). En este estudio no se pudo realizar la deteccion simultanea de los virus usando
un PCR multiplex debido a la diferencia entre la temperatura de annealing de los
primers, 48°C para SLV y 61°C para OYDV. Esto provocaria que al aumentar la
temperatura no se obtenga amplificacion con los primers de SLV, o si se reduce la

temperatura, los primers de OYDV amplifiquen bandas inespecificas.

En este estudio, se encontrd infeccion de los dos virus en el 100% de las plantas
colectadas en la Granja Experimental de la USFQ. Estas plantas a su vez tienen su
origen en la provincia de Chimborazo donde todavia son cultivadas; por lo que se puede
inferir que los virus tienen una alta incidencia en dicha provincia. Debido a que los
cultivos de cebolla chalote se realizan en campo abierto se facilita la transmisién de
OYDV y SLV por medio de afidos a plantaciones cercanas y a otras especies de Allium.
La incidencia de estos dos virus en chalote se torna cada vez mas marcada porque los
bulbos que se usan como semilla para las nuevas siembras se obtienen por medio de
propagacion vegetativa. Debido a esto, no se tiene material inicial libre de virus,

ademas, que la carga viral va a aumentar con cada ciclo de cultivo (Salomon, 2002).
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9.2 Cultivo in-vitro de plantulas de chalote

9.2.1 Desinfeccién e introduccion in-vitro de bulbos de chalote

Para lograr la introduccién in-vitro de la cebolla se necesitdé una alta
concentracion de hipoclorito de sodio (4,5%) y un tiempo prolongado de exposicién (30
min) (Fletcher et al., 1998). Para solucionar los problemas de contaminacion externa se
realiz un lavado previo con agua corriente con el cual se eliminaron todos los restos
pesados del material vegetal. Es importante sefialar que tiempos prolongados bajo la
exposicién al hipoclorito de sodio pueden causar dafios severos en el explante. Por esta
razén no se desinfecta de manera directa a los meristemas sino que se desinfecta al

bulbo y luego se extrae de manera aséptica los meristemas (Hodayat, 2005).

9.2.2 Extraccion de meristemas, regeneracion de plantulas y aclimatacion

Se logr6 obtener porcentajes de regeneracion entre 30% a 40% desde la
extraccion del meristema hasta la formacion pléantulas con bulbo. Sin embargo, las
plantulas obtenidas presentaron sintomas de senescencia temprana. Los sintomas
observados fueron desecacion de las hojas y deterioro en el sistema radicular, por lo que
no se logrd la aclimatacion de ninguna plantula. En un trabajo realizado por Ramirez-
Malagon et al. (2006) se logré un 41,7% de regeneracion de plantas a partir del cultivo
de meristemas de ajo. En el estudio citado previamente no se reportan problemas de

senescencia temprana, y se llega a aclimatar todas las plantulas obtenidas.

Se logr6 una mejora en el porcentaje de formacién de plantulas cuando se usé
diferentes reguladores de crecimiento. Se logré un aumento del 33% al 56% cuando se
probé 10uM kinetina + 5uM NAA en lugar de 5uM BA + 5uM NAA. En el estudio

realizado por Rancillac y Teyssendier (1992) se prob6 que mayores concentraciones de
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citoquininas en comparacion a las auxinas permitian una mejor regeneracion, pero
cuando la concentracién de cualquiera de las dos era muy elevada se presentan efectos
toxicos sobre la planta provocando senescencia y crecimiento lento. EI mismo efecto,
también, se producia cuando no se alternaba a las plantulas entre medios con
reguladores de crecimiento y sin reguladores (Rancillac y Teyssendier, 1992). La
reduccion del tiempo cultivo en el medio de inducciéon con hormonas (MI-A, MI-B y
MI-C) antes de pasarlas al medio de crecimiento sin hormonas (MC) puede ser una
opcion para evitar efectos toxicos en las plantulas. En futuros estudios se deberia reducir
al maximo posible el tiempo de permanencia en medio de induccién y pasar las
plantulas antes de las 4 semanas al medio de crecimiento. Con esto se busca evitar el
aparecimiento de senescencia temprana que produce desecacion y reduccién en el
potencial de crecimiento de las plantulas en los medios de crecimiento y
embulbamiento. Finalmente, estos sintomas generan problemas al momento de la

aclimatacion.

Para la formacién de bulbos se recomienda el uso de carb6n activado y altas
concentraciones de aztcar (Mohamed-Yasseen et al., 1995). Cuando se us6 120mg.L-1
de sacarosa en el medio se marchitaron las plantas. Esto se pudo deber al choque
osmotico producido, ya que cuando se redujo la concentracion a la mitad se logré un
61% de formacion de bulbo. Al adicionar acido jasmonico en el medio se logré un
mayor porcentaje de embulbamiento (88%), sin embargo, se vio efectos deletéreos en

las plantulas que finalmente se secaron.

Se debe considerar que el material vegetal utilizado en las pruebas iniciales tenia
gran variabilidad genotipica, ya que no se trabajo con una sola variedad o un solo
cultivar. Las plantas colectadas para este estudio, inicialmente provinieron de distintas

poblaciones de chalotes colectadas en la provincia de Chimborazo, las cuales fueron
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posteriormente cultivadas en la Granja Experimental de la USFQ como un parte de un
programa de mejora genética. Como consecuencia, no se pudo obtener material vegetal
uniforme a lo largo del estudio. La variabilidad en el material inicial utilizado en cada
experimento dificulta la extrapolacion de resultados y como consecuencia la

optimizacion de un protocolo.

Esto se vio reflejado en el ensayo en el que se trabaja con dos familias de
cebolla, las cuales aun no se consideran como variedades, pero que muestran una
variabilidad genotipica mas reducida al provenir de una sola planta inicial que paso por
varios ciclos de propagacion vegetativa. Los resultados obtenidos indican que la familia
11S03 tuvo un 43% de regeneracion, mientras que la 11S04 tiene un 73%, cuando se
uso el mismo medio de induccion (MI-B) para el cultivo de meristemas. Resultados
similares fueron reportados por Rodriguez et al. (1996) para dos variedades de cebolla
de dia corto, ‘Pira ouro’ y ‘Pirana precoce’. La variedad ‘Pirana precoce’ respondia de
mejor manera al aumento de BA de 2mg.L™ a 4 mg.L™ en el medio de cultivo con lo
gue se conseguia un aumento de regeneracion de 33,4% a 66,7%, mientras que para la
variedad ‘Pira ouro’ este aumento en BA significaba una reduccion del 43,8% al 37,5%.
El mismo comportamiento se vio en otras caracteristicas como la formacion de raices y

bulbo.

En este estudio se probaron dos métodos de aclimatacion pero en ninguno de los
dos se obtuvo resultados positivos. Con el método de aclimatacién directa no se logro el
crecimiento de ninguna de las plantulas. Al realizar aclimatacion directa, se produce una
reduccion rapida de la humedad relativa. Esto no permite una adaptacion paulatina de la
plantula a las nuevas condiciones, lo que puede provocar que la planta se marchite por
desecacion. A pesar de esto, es el método mas utilizado cuando se trabaja con cebolla

(Mohamed-Yanseen et al., 1995). Para evitar este problema se utiliz6 un método de
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aclimatacién por pasos, con la cual la reduccién de la humedad relativa se lo hace de
manera progresiva para evitar la aparicion de desecacion. No obstante, por este método
el resultado fue el mismo con el anterior. Estos resultados se pueden atribuir a que las
plantulas tenian un sistema radicular deficiente y mostraban signos de desecacion. Los
sintomas descritos se presentaron en todas las plantulas regeneradas a lo largo de todo el
estudio y son consistentes con el aparecimiento de senescencia temprana (Edwards et

al., 2012; Rancillac y Teyssendier, 1992).

9.2.3 Senescencia temprana en el cultivo de meristemas de chalote

A lo largo del estudio se pudo observar que las plantulas desarrolladas a partir de
meristemas presentaron los sintomas descritos por Rancillac y Teyssendier (1992) para
senescencia temprana como desecacion de las hojas, deterioro del sistema radicular y
crecimiento lento. La senescencia ocurre al final del ciclo de vida de las plantas anuales
cuando han alcanzado su madurez. Consiste en un conjunto de cambios en la expresion
génica para detener el crecimiento e iniciar un proceso de muerte celular programada.
La senescencia temprana implica el inicio de todos estos procesos de manera acelerada
(Edwards et al., 2012). Por lo que se puede considerar que este fue uno de los factores
por lo que la tasa de regeneracién de plantulas con bulbo a partir de meristemas no pudo
ser mayor al 33% y no se logré completar el proceso de aclimatacion de las mismas de

manera exitosa.

En un estudio realizado por Rancillac y Teyssendier (1992) muestra que el
problema de senescencia temprana en el cultivo in-vitro se produce por una dominancia
apical prolongada a lo largo de los pasos por los diferentes medios y que es
independiente al regulador de crecimiento que se utilice. Para destruir la dominancia

apical en cada ciclo de propagacion se corta el explante en cuatro partes para inactivar
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al meristema apical y activar tejidos axilares que pueden formar nuevas plantulas. Las
mismas que presentan mayor capacidad de regeneracion y no presentan signos de
envejecimiento a lo largo de todo el proceso. Por eso se propone como solucién la
rotura de la dominancia apical luego de la formacion de bulbo para la formacion de
nuevas plantulas que puedan ser aclimatadas, luego de que se cumpla nuevamente el

ciclo de regeneracion, como se muestra en el esquema de la Figura 5.

9.3 Eficiencia en la regeneracion de plantas libres de SLV y OYDV

Se logré un 29% de plantas libres de SLV y OYDV cuando se usé cultivo de
meristemas, este porcentaje se mejord cuando se lo combiné con quimioterapia, 42% de
plantas libres de SLV y 55% de plantas libres de OYDV. Estos resultados son menores
a los obtenidos por Fletcher et al. (1998) quienes lograron 62% de plantas libres de
OYDV y SLYV utilizando el mismo método. Una de las principales variables se halla en
el corte del meristema, ya que mientras mayor sea la cantidad de tejido adulto se deje
junto al meristema, mayor sera probabilidad de contaminacion viral. Sin embargo, se ha
demostrado que cuando se extrae el meristema con muy poca cantidad de tejido
acompariante no se produce regeneracion (Rancillac y Teyssendier, 1992). Esto se pudo
constatar cuando se analizo el nimero de catéfilos en el explante inicial para el cultivo
de meristemas. En este experimento se encontrdé que meristemas acompafiados de un
catafilo no regeneraban, mientras que cuando se dejaba tres catéafilos se obtenia un
100% de regeneracion de plantulas. Por lo tanto, es muy importante lograr el explante
mas pequefio posible para que se reduzca la posibilidad de contaminacion viral pero que
sea lo suficientemente grande para que logre regeneracion de plantulas a partir del

meristema.
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En este estudio se logro establecer un protocolo eficiente de deteccién molecular de
los virus SLV y OYDV en chalote. Usando este protocolo se determind un 100% de
infeccion de los dos virus en el material vegetal colectado. También, se utilizd para
determinar la presencia de los mismos virus en las plantulas obtenidas luego del cultivo
de meristemas y la quimioterapia. Con el cultivo de meristemas se logré un 29% de
plantulas libres de los dos virus, que al ser combinado con quimioterapia, se mejoro este
porcentaje a 40%. Uno de los principales problemas encontrados fue la baja tasa de
regeneracion de plantulas a partir de meristemas (33%). Esto esta relacionado al
aparecimiento de senescencia temprana que provoca desecacion en las hojas, formacion
de un sistema radicular deficiente y reduccion en la tasa de crecimiento. Para evitar este
problema se propone la ruptura de la dominancia apical a lo largo del ciclo de cultivo
in-vitro. De esta manera, se espera que las nuevas plantulas no presenten los sintomas
relacionados a senescencia temprana. Por otro lado, al evitar el aparecimiento de

senescencia temprana se espera aclimatar las plantulas obtenidas de manera exitosa.
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Conclusiones

Se establecié un protocolo de deteccion para SLV y OYDV basado en RT-PCR
usando primers especificos.

Se encontro infeccion de los dos virus en todas las plantas colectadas.

Se necesita dejar al menos dos catéfilos junto al meristema para que se pueda
lograr regeneracion de plantulas de chalote.

El medio MI-B (MS + NAA 5uM, kinetina 10uM, sacarosa 30g.L™, benomyl
1500mg.L™ y agar 6g.L™") fue el mas eficiente para la induccién del
crecimiento del meristema.

El medio ME-B (MS + sacarosa 60g.L™, carbén activado 5g.L™ y agar 6g.L™)
fue el mas eficaz para la formacion de bulbo, sin producir desecacién de las
plantulas.

Se logro obtener plantulas libres de virus por medio del cultivo de meristemas,
aunque con un porcentaje bajo (29%).

Con el uso de ribavirina se mejor6 el porcentaje de limpieza de virus a 44%.

El porcentaje de regeneracion de plantulas a partir del cultivo meristemas no se
vio afectado por la rivabirina.

No se logré aclimatacion de plantas.
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11 Recomendaciones

- Para agilitar la deteccion de los virus se puede realizar RT-PCR multiplex en el
que se identifique a OYDV y SLV en una reaccion.

- En el disefio de nuevos experimentos se deberia incluir anélisis estadistico para
identificar diferencias significativas en cada experimento. Esto facilitaria la
estandarizacion de un protocolo de regeneracion de plantulas a partir de cultivo
de meristemas.

- Utilizar una sola variedad de chalote a lo largo de todos los experimentos para
facilitar la extrapolacion de resultados.

- Reducir el tiempo de los explantes en los medios con reguladores de
crecimiento para evitar efectos toxicos.

- Romper la dominancia apical para evitar la senescencia temprana de las plantas,
con lo que se mejorara el porcentaje de regeneracion y se facilitara el proceso
de aclimatacion.

- Aumentar la concentracién de rivabirina en el medio para mejorar el porcentaje

de limpieza de virus.
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13 Tablas

Tabla 1. Primers usados para la deteccion de SLV y OYDV

Primer

Secuencia

Temperatura de

annealing °C
LV Forward 5’GTGGTNTGGAATTAC3’ 48
Reverse 5’CAACATCGATTYTCTC3’
OYDV Forward 5'CGAAGCAAATTGCCAAGCAG3' 61
Reverse 5CGATTAGCTGCCCCTCTAAC3

Se muestra la secuencia del par de primers para cada virus y su temperatura de
annealing. Los primer para SLV fueron reportados por Majumder et al. (2008), y para
OYDV fueron reportados por Mahmoud et al. (2007).

Tabla 2. Porcentajes de contaminacidn obtenidos para diferentes tratamientos de
desinfeccion de bulbos de chalote

Tiempo (min)
25 30 35
NaClO (%)
2,5 100% 100% 100%
3,5 100% 88% 63%
4,5 38% 0% 0%

Se muestra los porcentajes de contaminacion obtenidos para ocho bulbos por
tratamiento para el proceso de desinfeccion usando diferentes concentraciones de

hipoclorito de sodio y diferentes tiempos de exposicion.
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Tabla 3. Porcentajes de plantas libres de virus

Repeticion Regeneracion SLV OoYDV SLVy OYDV
Primera Tratamiento 6/20 (30%) 2/6 (33%) 3/6 (50%) 2/6 (33%)
Control 5/20 (25%) 1/5 (20%) 1/5 (20%) 1/5 (20%)
Sequrela Tratamiento 7/20 (35%) 4Al7 (57%) 5/7 (71%) 4A[7 (57%)
Control 7/20 (35%) 217 (29%) 217 (29%) 217 (29%)
Tercera Tratamiento 7/20 (35%) 3/7 (43%) 3/7 (43%) 3/7 (43%)
Control 8/20 (40%) 3/8 (38%) 3/8 (38%) 3/8 (38%)
% Promedio Tratamiento 33% 44% 55% 44%
Control 33% 30% 30% 30%
DE Tratamiento 3% 12% 15% 12%
Control 8% 9% 9% 9%

Se muestra los resultados obtenidos para las tres repeticiones para el experimento de
limpieza de SLV y OYDV en chalote. Se utilizé un total de 120 bulbos infectados con
los dos virus, SLV y OYDV. Control: cultivo de meristema. Tratamiento: cultivo de
meristema mas quimioterapia. Se presenta el promedio y la desviacion estandar (DE) de
los porcentajes obtenidos para cada repeticion. Se incluye el porcentaje de regeneracién
encontrado.

44




14 Figuras
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Figura 1. Esquema de regeneracién de plantulas de chalote a partir de cultivo de
meristemas

A. Bulbo luego de la limpieza con agua corriente y descarte de las capas externas secas.
B. Se corta el bulbo a un tercio de su longitud y se lo somete al proceso de desinfeccion.
C. Se retira el tejido dafiado por la desinfeccion hasta obtener un explante de 1,5 cm de
didmetro y 1 cm de alto. D. Disco basal en medio de induccion dia cero. E. Explante
luego de una semana en medio de induccion, listo para extraccién de meristema. F. Se
eliminan de manera sistematica los catafilos mas externos hasta dejar el disco basal
acompariado del meristema apical rodeado de dos catéfilos. G. Se recorta el disco basal
hasta dejar milimetros de alto junto al meristema apical, y se lo coloca en el medio de
induccion. H. Plantula regenerada en medio de induccion a la semana 4. 1. Plantula en
medio de crecimiento —sin hormonas- en la cuarta semana, se ve la formacion de raices.
J. Plantula en medio de embulbamiento en la sexta semana, se ve la formacion de bulbo
de alrededor de 1cm de didmetro; esta plantula puede iniciar el proceso de aclimatacion.
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Figura 2. Electroforesis de ARN total

Se muestra los resultados de la electroforesis de ARN total obtenido de 13 muestras de
hojas de chalote con el método de extraccion indicado. Las flechas indican el tamafio de
las subunidades ribosamales 28s y 16s. L: Ladder. 1-13: Muestras de ARN total
obtenidos de hojas de plantas de chalote.
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Figura 3. Deteccion de SLV en plantas de chalote previo al proceso de limpieza de
virus

Se muestra los resultados obtenidos para la amplificacion de 12 muestras de ADNc del
virus SLV obtenido a partir de ARN total extraido de hojas de plantas de chalote. La
flecha indica el tamafio de banda esperado. L: Ladder. B: Blanco. 1-12: Muestras de
amplificacion de ADNc viral.
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Figura 4. Deteccion de OYDV en plantas de chalote previo al proceso de limpieza
de virus

Se muestra los resultados obtenidos para la amplificacion 15 muestras de ADNc del
virus OYDV obtenido a partir de ARN total extraido de hojas de plantas de chalote. La
flecha indica el tamafio de banda esperado. L: Ladder. B: Blanco. 1-15: Muestras de
amplificacion de ADNc viral
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Figura 5. Esquema de regeneracion ciclica para eliminar la dominancia apical en
el cultivo de meristemas de chalote

A. Bulbo obtenido del proceso de regeneracion de meristemas (Figura 1) en el medio
embulbamiento. B. Corte del bulbo resultante en cuatro pedazos inhabilitando el
meristema apical. C. Explante obtenido colocado en medio de induccién. D. Plantula en
el medio de induccion luego de cuatro semanas. E. Plantula en medio de crecimiento —
sin hormonas- luego de cuatro semanas mas, que puede ser pasada al medio de
embulbamiento para reanudar el ciclo. (Adaptado de Rancillac y Teyssendier, 1992)
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15 Anexos

Anexo 1. Cuantificacion de ARN total extraido de las hojas de las plantas de

chalote colectadas

Nlt*/lmero de ng/uL A260/280 A260/230
uestra
1 506,7 1,24 1,01
2 12035 1,56 0,78
3 365,2 1,79 0,35
4 1205 2,03 0,56
5 4563 1,76 0,87
6 34512 1,08 0,98
7 4071 1,34 0,57
8 856,3 0,94 0,73
9 7347 1,85 017
10 193,5 1,24 0,67
11 653,0 1,9 0,25
12 4326 1,03 1,23
13 743,9 0,89 0,76
14 3214 1,95 0,59
15 237.4 1,09 0,89
16 836,9 2,03 0,76
17 264.6 1,54 0,48
18 5433 1,78 0,76
19 1452 1,54 0,98
20 3462 1,29 0,99
21 7459 1,96 0,67
22 3091 1,85 0,8
23 4631 1,76 0,53
24 506,4 212 0,48
25 4308 1,01 0,39
26 934,6 1,23 0,68
27 8415 1,43 0,75
28 6432 1,76 0,53
29 237.1 1,32 0,84
30 634,1 1,08 0,38
31 7452 1,45 0,76
32 534.1 11 0,84
33 108,2 1,23 0,78
34 764.9 1,56 0,34
35 964,5 1,63 0,67
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36 567 1,76 0,78
37 1234,4 1,45 0,34
38 432,1 1,34 0,89
39 567,2 1,56 0,28
40 321,8 1,98 1,06
41 642,7 1,87 0,46
42 541,8 1,65 0,72
43 963,6 1,73 0,26
44 275,4 1,34 0,79
45 153,5 1,23 0,65
46 245,6 1,67 0,43
47 742,6 1,56 0,82
48 856,3 1,34 0,78
49 934,9 1,9 0,54
50 783,4 1,84 0,85
51 235,6 1,45 0,7
52 372,4 1,12 0,64
53 856,2 1,24 0,89
54 174,6 1,78 0,34
55 208,4 1,65 0,78
Promedio 620,0 1,54 0,67
DE 4922 0,3 0,2
Max 3451,2 2,12 1,23
Min 108,2 0,89 0,17

Se presenta los resultados de cuantificacion de ARN total (ng/uL), indice de
absorbancia 260/280 y 260/230 (NanoDrop Thermo scientific 1000) obtenidos para el
ARN total extraido de las hojas de las 55 plantas de chalote colectadas. Las muestras se
numeran de la 1 a la 55. Se coloca el promedio, la desviacién estandar (DE), el maximo
(Max) y el minimo (min).
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