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  RESUMEN

  
    La
      biotecnología vegetal se ha convertido en una estrategia viable para la
      agricultura, sus aplicaciones contemplan estrategias dirigidas a la 
      obtención y mantenimiento de cultivares libres de patógenos, 
      mejoramiento genético (cultivo de anteras, rescate de embriones, etc) y 
      la micropropagación, empleada para obtener un mayor número de individuos
      en menor tiempo y espacios reducidos. Cada una de sus fases depende, en
      gran medida, de un medio de cultivo adecuado, pues el crecimiento, 
      desarrollo y la morfogénesis del explante se debe, principalmente, a la 
      composición química del mismo. Para la producción de “semilla” de ajo (Allium sativum L.) de alta calidad, todas las fases se llevan a cabo en una cámara de 
      crecimiento en condiciones asépticas y artificiales controladas 
      automáticamente y a una temperatura que oscila entre 22-25 °C. La 
      embriogénesis somática, permite regenerar plantas completas a partir de 
      una célula. El ajo es una planta anual que solo se reproduce de forma 
      asexual, por ello, lo afectan bacterias, hongos y, fundamentalmente, 
      virus, que contribuyen a la disminución de su rendimiento entre 50-80 %.
      Una alternativa para evitar estos problemas, es el empleo de la 
      quimioterapia, termoterapia o el empleo combinado de una de esas 
      técnicas con el cultivo de meristemos, para obtener plantas de elevada 
      calidad biológica. Según el comportamiento del cultivo durante su etapa in vitro será su respuesta en la fase de aclimatización y, posteriormente, en 
      condiciones de campo. Este trabajo se realizó con el objetivo de 
      profundizar en el conocimiento de algunas técnicas biotecnológicas que 
      se aplican en el cultivo del ajo
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      INTRODUCCIÓN

       ⌅
      En
        los últimos años, la biotecnología vegetal se ha convertido en una 
        estrategia viable para la agricultura, gracias a sus grandes avances, 
        los cuales comprenden el uso de nuevas tecnologías generadas por el 
        conocimiento de la Genética y la Biología Molecular, que son las 
        técnicas relacionadas con el cultivo in vitro de órganos 
        inmaduros, la manipulación del Ácido Desoxirribonucleico (ADN) 
        recombinante y los marcadores genéticos moleculares. Una de sus ramas es
        el cultivo in vitro o cultivo de tejidos, que no es más, que 
        explotar la capacidad que tienen las células vegetales, protoplastos u 
        órganos para regenerar una planta completa, que es a lo que se le 
        denomina totipotencia o totipotencialidad celular, concepto expuesto por
        Haberlandt (1). El ajo (Allium sativum L.) es una planta anual, que en nuestro país solo se reproduce de forma
        asexual debido, entre otros factores, a las condiciones climáticas (2). Además, no produce “semillas” viables, por lo que se plantan “semillas” provenientes de los bulbos cosechados en la temporada anterior (3).

      En
        estas condiciones de siembra, las enfermedades fitopatógenas se 
        transmiten más fácilmente a la descendencia, lo que provoca un 
        debilitamiento progresivo e irreversible de las variedades o clones. Son
        varios los problemas fitosanitarios involucrados capaces de causar 
        pérdidas del 50 % o más del rendimiento, ya sea por la presencia de 
        nemátodos, enfermedades fungosas, bacterianas y virales, que son las que
        más influyen en el deterioro del cultivo (2,4). Una de las medidas de combate más eficientes es el empleo de "semilla" libre de virus mediante el cultivo de tejidos o meristemos (5).

      El
        éxito del cultivo de tejidos depende, en gran medida, del medio de 
        cultivo o medio nutritivo adecuado para cada una de las etapas de la 
        micropropagación in vitro, así como para el crecimiento, desarrollo y la morfogénesis del explante (6).

      Para
        la producción de “semilla” de ajo, todas las fases de micropropagación 
        se llevan a cabo en la cámara de crecimiento que, por lo general, se 
        encuentra en el laboratorio en condiciones asépticas y artificiales 
        controladas automáticamente, para permitir el desarrollo de las 
        plántulas in vitro. La temperatura óptima para su desarrollo oscila entre 22-25 °C (7).

      A
        su vez, la embriogénesis somática, permite regenerar plantas completas,
        y es ampliamente usada por la biotecnología y en estudios sobre 
        embriología; su principal ventaja es la producción de numerosas 
        plántulas a partir de una célula y permite la evaluación y mejoramiento 
        genético. En estas técnicas, la regeneración dependerá del tipo de 
        explante, concentración, combinación de reguladores del crecimiento y 
        nutrientes (8).

      En
        la actualidad existen numerosas técnicas que se emplean para detectar 
        la posible variabilidad genética en las plántulas cultivadas in vitro. En los estudios morfológicos, los caracteres deben ser descubiertos y 
        delimitados generalmente sin ningún criterio explícito para la selección
        o la codificación del carácter, por lo que tienen el potencial de ser 
        arbitrarios. Los morfologistas no divulgan generalmente sus criterios 
        para incluir o excluir caracteres y cuando se dan los criterios, varían 
        considerablemente entre estudios. Sin embargo, tienen la ventaja de 
        permitir un muestreo taxonómico mucho más cuidadoso que el que se 
        realiza con análisis moleculares, lo que es importante para las 
        revisiones sistemáticas, los estudios de la evolución del carácter y la 
        valoración filogenética (9).

      En las técnicas citogenéticas, como las llamadas FISH (hibridación in situ por fluorescencia) y GISH (hibridación in situ del genoma), se emplean tintes para marcar regiones diferentes de ADN. 
        Ambas técnicas se utilizan para identificar cromosomas extraños o para 
        detectar traslocaciones (cambios de posición de partes del cromosoma) en
        híbridos, lo cual no es posible con las técnicas de citogenética 
        clásica como la tinción o el bandeo (10).

      Con
        el avance tecnológico, el uso de geles de almidón y la tinción 
        histoquímica de las proteínas, se demostró dentro de un organismo la 
        existencia de las isoenzimas, formas moleculares múltiples dentro de un 
        organismo que catalizan una misma reacción. El efecto de una 
        modificación alélica puede ser detectado con certeza, debido a un cambio
        de movilidad electroforética. Esta sensibilidad electroforética hizo 
        que la técnica haya revolucionado los estudios de diversidad genética en
        diversas especies como: lechuga (Lactuca sativa L.), lenteja (Lens culinaris M.) y frijol (Phaseolus vulgaris L.) (11).

      En
        cuanto a las técnicas moleculares, el polimorfismo basado en proteínas 
        ha sido de gran utilidad en las investigaciones realizadas en plantas, 
        pero con el desarrollo de las tecnologías basadas en el ADN, la 
        investigación en esta área se ha visto favorecida con la disponibilidad 
        de una mayor cantidad de marcadores, aquellos basados en Fragmentos de 
        Restricción Polimórficos (RFLP) y en la Reacción en Cadena de la 
        Polimerasa (PCR). Ambas técnicas han derivado en múltiples técnicas como
        son la Amplificación de ADN al Azar (RAPD), Fragmentos Polimórficos de 
        ADN Amplificados (AFLP), minisatélites (VNTR) y microsatélites (SSR), 
        entre otras (12).

      El
        presente trabajo tiene como objetivo profundizar en la documentación 
        que se dispone sobre el conocimiento de algunas técnicas biotecnológicas
        que se aplican en el cultivo in vitro del ajo.

    
    
      DESARROLLO

       ⌅
      
        1. Medios de cultivo empleados en ajo

         ⌅
        Un
          medio de cultivo puede ser definido como una formulación de sales 
          inorgánicas y compuestos orgánicos requeridos para la nutrición de los 
          cultivos. Existen numerosas formulaciones, cada una de las cuales 
          comprende entre 6 y 40 compuestos (13). Básicamente, los medios de cultivo suministran:

        
          
            	
              Fuente de carbono:
                la sacarosa, en concentraciones de 2 al 5 %, el azúcar es el más 
                utilizado. En algunos medios se reemplaza por glucosa. En casos 
                particulares se cita el empleo de maltosa o galactosa. También, el 
                myo-inositol (100 mg L-1) suele ser incorporado a los medios y se logra un mejor crecimiento de los cultivos.

            

            	
              Nutrientes minerales:
                los medios de cultivo deben suministrar macro y micronutrientes, que 
                son esenciales para el crecimiento de las plántulas. En general, se 
                destacan las concentraciones relativamente elevadas de nitrógeno 
                (suministrado en forma de amonio y nitrato) y potasio. También, se puede
                utilizar urea, glutamina y caseína hidrolizada. Es fundamental que el 
                hierro sea incorporado conjuntamente con un agente quelante (Na2EDTA), lo que lo hace disponible en un amplio rango de pH.

            

            	
              Vitaminas:
                de todas las que comúnmente se incorporan a los medios, pareciera que 
                la tiamina es la única realmente imprescindible para el buen crecimiento
                de los cultivos.

            

            	
              Reguladores del crecimiento: en 
                la mayoría de los casos, los medios utilizados para el establecimiento 
                de los cultivos contienen auxinas [ANA (ácido naftalenacético), 2,4-D 
                (ácido 2,4 diclorofenoxiacético), AIA (ácido indolacético), AIB (ácido 
                3-indolbutírico), NOA (Ácido naftoxiacético), Dicamba, Picloram] y/o 
                citocininas [BA o 6-BAP (6-bencil amino-purina), KIN (kinetina), ZEA 
                (zeatina), 2-iP (2-isopenteniladenina,) Thidiazurón]. Las giberelinas 
                [especialmente GA3 (ácido giberélico)] son requeridas en 
                algunas ocasiones para el cultivo de meristemos o para la elongación de 
                los brotes. El ABA (ácido abscísico), se utiliza en algunos casos.

            

            	
              Agente gelificante (en el caso de medios de cultivo semisólidos): el agar (entre 0,6-1 %) 
                es el compuesto más utilizado. También, pueden emplearse: Agargel 
                (0,40-0,60 %), Transfergel (2,0-2,60 %), Phytagel (0,25- 0,40 %), 
                agarosa (0,80-0.90 %) y Gelrite (0,10-0,20 %).

            

            	
              Otros compuestos:
                muchas sustancias, de variada composición química, suelen ser 
                adicionadas a los medios de cultivo. Además de la glicina, otros 
                aminoácidos se pueden agregar, como es el caso de L-tirosina, asparagina
                y cisteína. En algunos medios de cultivo se incorporan ácidos orgánicos
                como el málico, el cítrico, el pirúvico y el succínico, y es frecuente 
                el empleo de la L-glutamina y la caseína hidrolizada.

            

          

        

        En estudios realizados sobre la bulbificación in vitro del ajo, se emplearon las sales minerales de Murashige y Skoog (MS), a las que se le adicionaron 2-iP (2,0 mg L-1), ANA (0,1 mg L-1), tiamina (0,1 mg L-1), ácido nicotínico (0,5 mg L-1), piridoxina (0,5 mg L-1), inositol (100 mg L-1) y 30 g L-1 de sacarosa. En el efecto de la concentración de 2-iP solo se detectó 
          diferencias significativas para la variable diámetro ecuatorial, y se 
          obtuvo el mayor valor con el tratamiento de 2,0 mg L-1, con 
          10,93 mm. Con todos los reguladores de crecimiento, la bulbificación fue
          del 100 %, y solo en el tratamiento con 2-iP hubo formación de bulbos 
          múltiples y en el 2 % de los cultivos, se obtuvieron entre 2-3 
          microbulbos de 2-5 mm de diámetro (14).

        Para el establecimiento de un protocolo in vitro del cultivo del ajo en Costa Rica, el medio de cultivo empleado fue el 
          de sales de Murashige y Skoog (MS), el cual se complementó con 2,5 mg L-1 de AIA. Adicionalmente, se le agregó uno de los siguientes reguladores de crecimiento: 6-BAP, Kinetina o 2-iP (15).

        Estudios
          realizados mediante el uso de dos medios de cultivo: MS y LS (Linsmaier
          y Skoog) suplementados con 6-BAP para la variable longitud de la 
          plántula, transcurridos los 14 días del subcultivo se observó que, las 
          plántulas in vitro del tratamiento control, que se corresponden 
          al medio de cultivo MS enriquecido solamente con vitaminas, tuvieron el 
          mayor crecimiento longitudinal, donde la media fue de 2,56 cm, seguido 
          por las plántulas del tratamiento 2 (T2) donde se emplearon las sales 
          basales del medio LS suplementado con 6-BAP y los explantes alcanzaron 
          una altura de 2,28 cm. El análisis estadístico de dicha variable mostró 
          diferencias significativas (p ≤ 0,05) entre los tratamientos (16).

      
      
        2. Principales componentes químicos empleados para el establecimiento in vitro del ajo

         ⌅
        Al
          estudiar los clones de ajo ‘Criollo-3’, ‘Criollo-6’, ‘Criollo-9’, 
          ‘Martínez’ y ‘Vietnamita’ para la micropropagación del cultivo se obtuvo
          como resultado que, tanto el hipoclorito de calcio (5 %-20 minutos) 
          como el hipoclorito de sodio (10 %-15 minutos, con 5 % de Cl2 activo), fueron efectivos en la desinfección de los explantes, 
          supervivencia y vigor de las plántulas; los explantes se establecieron 
          mejor y en menor tiempo en un medio MS basal suplementado con ANA (0,1 
          mg L-1) y KIN (0,1 mg L-1). Se obtuvo entre 
          4,9-7,3 brotes por explante, en dependencia del subcultivo y del clon, 
          en el medio de cultivo anterior enriquecido con ANA (0,1 mg L-1) y 2-iP (4 mg L-1). El mayor porcentaje de bulbificación in vitro se indujo en el medio basal antes citado cuando se le adicionaron 75 g L-1 de sacarosa. Los microbulbillos fueron superiores a las plántulas in vitro,
          ya que alcanzaron entre 95,35-99,40 % de supervivencia cuando se 
          plantaron en bandejas de poliestireno expandido, en un sustrato 
          compuesto por Zeolita [Litonita] (25%) y M.O [Cachaza descompuesta] 
          (75%) (17).

        Resultados obtenidos a partir de una metodología de desinfección para la implantación in vitro de explantes de ajo (18)
          mostraron que, la misma se comportó de forma desigual, ya que se 
          observaron diferencias estadísticas entre las variantes de desinfección 
          que se analizaron, en cuanto a la supervivencia de los explantes; los 
          mejores resultados se alcanzaron en los tratamientos: 7 [Ca2OCI (5 %-10 minutos)], 8 [Ca2OCI (5 %- 15 minutos)], 9 [Ca20CI
          (5 %-20 minutos)], 11 [NaOCI (10 %-10 minutos)], 12 [NaOCI (10 %-15 
          minutos)] y 13 [NaOCI (10 %-20 minutos)], todos con 90 % y superaron al 
          control 1 [alcohol (70 %-30 minutos)] que alcanzó un 59,60 % de 
          supervivencia.

        El establecimiento de plántulas in vitro de 
          clones de ajo peruano a partir de dos compuestos químicos mostró que, el
          tratamiento de los explantes con hipoclorito de calcio (1 %) e 
          hipoclorito de sodio (0,1 %) durante 10 y 15 minutos, respectivamente, 
          permitió una eliminación total de los microorganismos contaminantes de 
          los clones peruanos ‘P-007A' y ‘P-007B’ (19).

        Como
          puede observarse, el empleo de compuestos químicos a concentraciones 
          adecuadas es de suma importancia en la desinfección de explantes de ajo 
          para su propagación in vitro, pues se reduce la contaminación de los mismos, así como también en el medio de cultivo empleado. 

      
      
        3. Empleo de técnicas biotecnológicas en el cultivo del ajo

         ⌅
        Actualmente,
          se han desarrollado numerosas técnicas biotecnológicas, entre ellas el 
          cultivo de tejidos y órganos, el rescate de embriones, la fusión de 
          protoplastos, los marcadores moleculares, el establecimiento de la 
          secuencia de las proteínas y ADN, y la ingeniería genética (20).

        
          3.1. Principales virus que afectan el cultivo del ajo

           ⌅
          A nivel mundial existen 15 virus asociados con el cultivo del ajo pertenecientes a cinco géneros diferentes (21). Estos incluyen:

          
            
              	
                8 Allexivirus: Garlic virus-A (GarV-A, virus A del ajo), Garlic virus-B (GarV-B, virus B del ajo), Garlic virus-C (GarV-C, virus C del ajo), Garlic virus-D (GarV-D, virus D del ajo), Garlic virus-E (GarV-E, virus E del ajo), Garlic virus-X (GarV-X, virus X del ajo), Shallot virus X (ShVX, virus X del shalote) y Garlic mite-borne filamentous virus (GarMbFV, virus filamentoso del ajo transmitido por arañita).

              

              	
                3 Potyvirus: Onion yellow dwarf virus (OYDV, virus del enanismo amarillo de la cebolla), Leek yellow stripe virus (LYSV, virus del rayado amarillo del puerro) y Tobacco etch virus (TEV, virus del gravado del tabaco).

              

              	
                2 Carlavirus: Garlic common latent virus (GarCLV, virus latente común del ajo) y Shallot latent virus (SLV, virus latente del shalote).

              

              	
                1 Tospovirus: Irish yellow spot virus (IYSV, virus de la mancha amarilla irlandesa).

              

              	
                1 Fijivirus: Garlic dwarf virus (GDV, virus del enanismo del ajo).

              

            

          

          Las
            pérdidas provocadas por las infecciones virales varían y pueden 
            depender, parcialmente, de la interacción agente viral-genotipo. En 
            Argentina, se señala que el Garlic Virus A causó reducciones entre 14 y 
            32 % en la masa del bulbo y entre 6 y 11 % en el diámetro del bulbo de 
            las variedades ‘Morado-INTA’ y ‘Blanco-IFFIVE’ (22).

          En
            México, se ha informado que las enfermedades provocadas por virus 
            pueden causar una reducción del rendimiento entre 33-50 % y hasta el 30 %
            de la masa de los bulbos, especialmente, cuando la frecuencia de Virus 
            como: Enanismo Amarillo de la Cebolla (OYDV), Jaspeado del Tabaco (LYSV)
            y Latente del Shallot (SLV), entre otros, es elevada (23).

          Para
            disminuir las fuentes de contaminación se debe preparar el material 
            vegetal antes de llevarse al laboratorio, en una fase de invernadero o 
            fase 0. Esto comprende llevar las plantas a un invernadero, donde por un
            período de tiempo se les aplica agroquímicos para disminuir las fuentes
            potenciales de contaminación, que pueden ser hongos o bacterias. Entre 
            las sustancias utilizadas para disminuir la contaminación se encuentra 
            el hipoclorito de sodio, el hipoclorito de calcio, el cloruro de 
            mercurio (II), el alcohol al 70 % y el peróxido de hidrógeno. Su 
            utilización dependerá del tipo de tejido vegetal (herbáceo o leñoso) o 
            de la cantidad de inóculo contaminante que presente el explante (18).

          La utilización del cloruro de mercurio II (HgCl2)
            como agente desinfectante constituye un método simple, rápido y eficaz 
            para la obtención de explantes viables y libres de contaminación. Sin 
            embargo, su utilización continúa siendo polémica por su alta toxicidad y
            elevado nivel de contaminación ambiental, además, puede provocar 
            problemas de oscurecimiento en los tejidos.

        
      
      
        3.2. Obtención de plantas libres de patógenos

         ⌅
        En la contaminación de los explantes in vitro intervienen diversos factores, desde la edad del material vegetal hasta
          la procedencia, las soluciones desinfectantes, la forma de trabajar en 
          la cámara de flujo laminar por parte del operario y la asepsia del 
          cuarto de crecimiento (14).

        En
          el trópico, se presentan condiciones de elevadas temperaturas y humedad
          relativa, fuertes precipitaciones y cambios climáticos bruscos, lo que 
          ocasiona microclimas que inciden en la multiplicación y diseminación de 
          hongos, bacterias y levaduras, agentes contaminantes de los medios de 
          cultivo y de los explantes. Estos contaminantes compiten por el espacio y
          los nutrientes que se encuentran en el medio de cultivo, además de la 
          liberación de sustancias tóxicas por parte de algunos de ellos, que 
          pueden provocar la muerte del explante (24).

        Estudios realizados en Cuba (25) han mostrado que en la desinfección del material vegetal para el establecimiento in vitro, los mejores resultados se alcanzaron con un 93,37 % de eficiencia 
          cuando se empleó el etanol al 70 % y el hipoclorito de sodio al 3,0 %, 
          durante 25 minutos. Estos resultados se corroboraron con lo informado 
          por otros autores (26),
          donde se plantea que el hipoclorito de sodio se ha utilizado 
          tradicionalmente solo o en combinación con otros desinfectantes en la 
          descontaminación de los materiales vegetales para establecerse in vitro, por su elevado potencial redox de 1,36 mV.

        En estudios realizados (27),
          se seleccionaron genotipos de ajo de elevado rendimiento, de los cuales
          el genotipo ‘Criollo-3’ fue saneado de los virus que afectan al cultivo
          y propagado in vitro. El clon mostró un buen comportamiento agronómico a las plagas, un elevado rendimiento y buena calidad de la “semilla”.

        Otros
          resultados muestran que al aumentar la concentración del agente 
          desinfectante (20 % v/v NaOCl) con un tiempo de 15 minutos no se 
          presentó contaminación durante la fase de brotación y se mantuvieron los
          tejidos en óptimas condiciones para su manejo (28).

        El saneamiento de plantas de ajo se realiza mediante cultivo de meristemos, lo cual consiste en cultivar, bajo condiciones in vitro,
          el domo meristemático extraído desde la parte basal del bulbillo de 
          ajo. Debido a que el tejido puede deshidratarse rápidamente, esta 
          técnica requiere de la habilidad de un especialista. La extracción del 
          domo meristemático se realiza después de concluido el período de 
          dormancia, cuando el bulbillo está próximo a su brotación. Es importante
          destacar que, una de las razones que se postulan para explicar la 
          condición libre de virus del tejido meristemático es debido a que la 
          velocidad de replicación y movimiento de las partículas virales es 
          inferior a la tasa de multiplicación celular de este tejido (29).

        En estudios para la 
          detección molecular de potyvirus en hojas y minibulbillos de ajo 
          asociados a un programa de producción de semilla sana, se introdujeron 
          un total de 730 meristemos. La desinfección realizada a la “semilla” 
          produjo 100 % de explantes libres de contaminación bacteriana o fúngica.
          Se presentaron pérdidas en el 31 % de los explantes introducidos, 18 % 
          de los meristemos se perdieron por muerte del tejido o viabilidad. Los 
          porcentajes de establecimiento permitieron validar la producción in vitro de ajo en los clones ‘Cerrito’, ‘Santa Rosa’ y ‘Bogotá’. El 71 % de las
          plántulas establecidas en un medio de cultivo suplementado con los 
          reguladores 2-iP y ANA mostraron, después de cuatro semanas, una 
          adecuada formación y vigor, conforme a los requerimientos de la etapa; 
          presentaron características deseables, como una altura promedio de 1,5 
          cm, y el desarrollo de plántulas con 2,5 hojas por plántula y sin raíces
          (30).

        
          3.2.1. Termoterapia

           ⌅
          El
            empleo de elevadas temperaturas(40-75 °C) para eliminar o reducir la 
            "carga viral" ha sido definida como la producción de un ambiente celular
            progresivamente menos adecuado para los agentes virales (31)
            y es un paso previo al cultivo de meristemos para proveer plantas 
            libres de virus. Este último es un proceso que requiere de por lo menos 
            cinco años (32). 

          En otros estudios (14) se mostró que los resultados del establecimiento in vitro en el cultivo del ajo dieron positivos al Virus del Enanismo Amarillo 
            de la Cebolla (OYDV), por lo que con posterioridad se empleó la 
            termoterapia con diferentes tratamientos térmicos y combinado con el 
            cultivo de tejidos vegetales, con la finalidad de erradicar el potyvirus
            de las plántulas. Los resultados presentados en los ocho tratamientos 
            del cultivar ‘Don Fermín’ permitió mostrar que la termoterapia, en 
            combinación con el cultivo de tejidos, tiene una respuesta positiva al 
            usar como fuente de explante domos meristemáticos de un tamaño 
            aproximado de 1 a 2 mm, debido a que se logró obtener material vegetal 
            libre del OYDV.

          El empleo de la termoterapia y el cultivo de 
            tejidos para la eliminación del OYDV mostró que los “dientes” expuestos a
            40 °C por 40 días no produjeron ningún producto de amplificación del 
            virus, es decir, las plántulas in vitro sometidas a dicho proceso
            no estaban infectadas por dicho virus. Es importante mencionar que la 
            técnica de cultivo de tejidos en combinación con la termoterapia en 
            ápices caulinares (5-8 mm), de un tamaño relativamente grande, resultó 
            ser eficiente en la eliminación del OYDV (6).

          Una
            alternativa de manejo empleada, al alcance de los productores de ajo, 
            es la aplicación de una elevada temperatura directamente a los bulbos 
            para eliminar o reducir la "carga viral", sin dañar su capacidad de 
            germinación o posterior desarrollo (33).
            También, se ha comprobado que la termoterapia es un método eficaz y de 
            fácil aplicación para reducir la cantidad de inóculo del hongo Sclerotium y los nemátodos del género Ditylenchus en los “dientes” de ajo (34).

          Resultados obtenidos probaron que
            la termoterapia no tiene efecto depresivo en las futuras plantas cuando
            éstas proceden de simientes tratadas entre 47-49 °C y tampoco se afecta
            negativamente la producción. La termoterapia a 49 °C, al ser letal para
            los parásitos ya instalados en el material de plantación, evita la 
            infección de los terrenos de cultivo del ajo cuando se utilice dicha 
            simiente; lo que consigue un efecto sanitario global positivo (35).

          El
            empleo de elevadas temperaturas influye positivamente en la 
            erradicación de diferentes virus presentes en el cultivo del ajo, tanto 
            en condiciones de campo como a nivel de laboratorio mediante el cultivo 
            de tejidos. Además, el empleo de esta técnica evita la contaminación del
            suelo o medio de cultivo al utilizar material contaminado.

        
        
          3.2.2. Quimioterapia

           ⌅
          La
            quimioterapia se define como la terapia mediante la utilización de 
            productos químicos. Los primeros trabajos se realizaron con verde 
            Malaquina contra el virus del mosaico débil o latente en papa (PVX) (36),
            con muy baja efectividad. En lo adelante han sido empleados numerosos 
            productos contra diferentes virus, pero en la mayoría de las sustancias 
            utilizadas, las dosis no fitotóxicas solo pueden reducir las tasas de 
            multiplicación viral de forma muy limitada (37). 

          Algunos autores (38) mostraron que, las plantas de ajo del cultivar ‘Taiwan’, provenientes del cultivo de meristemos in vitro,
            luego de la aplicación del producto químico Rivabirin, solo el 32,5 % 
            de las mismas presentaron lectura negativa a la presencia de virus.

          En
            resultados obtenidos mediante el empleo de la quimioterapia se logró 
            eliminar la incidencia de los virus: OYDV y LYSV en el cultivo del ajo (39).
            Estudios con la aplicación de virazol, mostraron un 100 % de plantas 
            libres de virus cuando se cultivaron meristemos de 0,3 mm de tamaño en 
            un medio de cultivo MS con 50 mg L-1 del producto (40). Otros autores informaron plantas de ajo 
            libres de Potyvirus mediante quimioterapia de clavo con Ribavirina 205 
            µM, con una tasa de supervivencia que osciló entre 27,0-34,8 % (41).

          Se
            demostró que la utilización de compuestos químicos puede influir de 
            manera positiva sobre el cultivo del ajo para la eliminación de 
            diferentes virus, aunque, en ocasiones, el uso de algunos productos solo
            logra reducir la carga virar en un bajo porcentaje. Asimismo, los 
            tratamientos con productos químicos, por lo general, hay que repetirlos 
            en más de una ocasión.

        
        
          3.2.3. Electroterapia

           ⌅
          El
            concepto puede definirse como el uso de la corriente eléctrica con 
            fines terapéuticos. Se basa, principalmente, en los fenómenos provocados
            en los tejidos por el paso de la electricidad, es decir, en el 
            calentamiento por el efecto joule y en la electrólisis. En la práctica, 
            se utilizan corrientes galvánicas, farádicas y alternas (38).

          Las
            primeras experiencias en la aplicación de corriente eléctrica a través 
            de tejidos vegetales, informaron que encontraron un aumento en los 
            niveles de regeneración de células y tejidos. La electroterapia a 
            “dientes” de ajo, ha sido utilizada en el saneamiento del complejo viral
            de esta especie, se ha logrado entre un 53-100 % de plantas sanas, al 
            aplicar corriente directa (10-13 v) entre 5-30 minutos (35).

          Estudios
            realizados con el empleo de esta técnica mostraron que dosis superiores
            a 30 V durante 10 min resultaron letales para el cultivo del ajo (42). A su vez, otros autores (43) mostraron una estimulación del crecimiento de plantas de ajo mediante esta técnica.

          De
            acuerdo con los resultados obtenidos, el empleo de corriente eléctrica 
            es una técnica favorable para eliminar gran parte de la carga viral 
            presente en el cultivo del ajo, a pesar de no ser muy utilizada. 

        
        
          3.2.4. Empleo de técnicas combinadas para el saneamiento de virus del ajo

           ⌅
          Dentro
            del ámbito de la protección de cultivos, la biotecnología es un proceso
            dinámico sin el cual no puede llevarse a cabo una agricultura 
            competitiva. Las aplicaciones biotecnológicas contemplan estrategias 
            dirigidas a la detección de patógenos, la obtención y mantenimiento de 
            cultivares libres de patógenos, así como nuevas estrategias para el 
            control de enfermedades para las que no existen vías convencionales. En 
            el pasado siglo se incorporaron, sucesivamente, nuevas tecnologías que 
            permitieron profundizar en la mejora de los cultivos, entre ellas cabe 
            destacar, los cruzamientos interespecíficos y el cultivo in vitro (37).

          Algunos
            autores utilizaron termoterapia, quimioterapia y cultivo de meristemos 
            en combinación para obtener plantas de ajo libres de virus del grupo 
            Potyvirus. Los embriones se obtuvieron de clavos (explantes) que habían 
            sido sometidos a quimioterapia y las plantas regeneradas a partir de 
            embriones recibieron tratamiento de termoterapia. Estos meristemos se 
            cultivaron y las plantas obtenidas se indexaron mediante ELISA y se 
            encontró que la termoterapia tiene un efecto negativo en el 
            establecimiento de las plantas. Pero la termoterapia en combinación con 
            el cultivo de meristemos demostró ser un método más eficaz para la 
            eliminación del virus (60,0-70,9 %) que el cultivo de meristemos solo 
            (64 %). Sin embargo, informaron que la quimioterapia no fue efectiva 
            para la eliminación del grupo Potyvirus (41).

          Otros autores probaron métodos de electroterapia, termoterapia, quimioterapia o disección meristemática (cultivo in vitro) para eliminar el virus OYDV de Allium sativum L. (44). Combinaron métodos de electro y quimioterapia (15 mA/10 min + 20 mg L-1 Virazol) y obtuvieron los mejores resultados, el 85 % de las plántulas que sobrevivieron estaban libres del virus OYDV.

          En estudios realizados (45)
            se trataron “dientes” de ajo para su saneamiento con agua y aire 
            caliente en cámara de crecimiento y en invernadero. Los tratamientos con
            agua caliente fueron de 50 y 55 °C durante 5, 15 y 20 minutos, su 
            eficiencia fue tan sólo del 13 % de saneamiento. Con aire caliente se 
            aplicó una temperatura de 36 °C durante 30, 40 y 60 días, el porcentaje 
            de regeneración disminuyó al incrementarse el tiempo de aplicación y se 
            aumentó la eficiencia del saneamiento, se alcanzó hasta un 100 % con 60 
            días de aplicación. 

        
        
          3.2.5 Técnicas empleadas para el diagnóstico de virus en ajo

           ⌅
          Los
            métodos confiables, rápidos y rentables para la detección de virus del 
            ajo juegan un papel importante en el control y manejo de las 
            enfermedades virales. El ensayo por inmunoadsorción ligado a enzima 
            (ELISA) y la reacción en cadena de la polimerasa de la transcripción 
            reversa (RT-PCR) se han utilizado para el diagnóstico de los virus del 
            ajo (46).
            Sin embargo, los antisueros utilizados en el método de ELISA no siempre
            están disponibles para todos los virus y su diagnóstico se vuelve 
            complejo debido a las múltiples infecciones virales; en cambio, la 
            RT-PCR ha demostrado ser más sensible al detectar los virus en muy bajas
            concentraciones (47).

          Para la detección de complejos virales en el cultivo del ajo (48)
            se utilizó la técnica de inmunoadsorción enzimática (ELISA). Mediante 
            dicha prueba se observó la presencia de cinco virus: los Potyvirus: 
            Virus del Estriado Amarillo del Puerro (LYSV) y Virus Enanismo Amarillo 
            de la Cebolla (OYDV); los Carlavirus: Virus Latente del Shallote (SLV) y
            Virus Latente Común del Ajo (GCLV); y el Tospovirus: Virus del Estriado
            Amarillo del Iris (IYSV) en el follaje de los ecotipos evaluados. En 
            tres fechas de muestreos diferentes se detectó que el LYSV tuvo una 
            frecuencia del 100, 100 y 100 %; en el OYDV las frecuencias de muestreos
            fueron de 50, 75 y 77,7 %; en el SLV de 19,4; 30,5 y 0 %; en el GCLV de
            100; 97,2 y 91,6 %; y en el IYSV de 0,0; 2,7 y 22,2 %. 

          Estudios realizados en dicho cultivo (49)
            revelaron para las 54 muestras analizadas por RT-PCR la presencia de 
            dos a cinco virus en cada planta, teniendo una tasa de coinfección del 
            100 %. Dos muestras (3,7 %) contenían 2 virus, seis muestras (11,11 %) 
            contenían 3 virus, diez muestras (18,52 %) contenían 4 virus y, 36 
            muestras (66,67 %) contenían 5 virus. Las variedades de ajo ‘Tigre’ y 
            ‘Fermín’ mostraron mayor frecuencia de virus que la variedad 
            ‘California’.

        
      
      
        3.3. Micropropagación del ajo

         ⌅
        La propagación vegetativa de plantas mediante el uso de técnicas de cultivo in vitro se conoce comúnmente como micropropagación, término que hace referencia
          a que la cantidad de material vegetal necesaria para iniciar el cultivo
          es pequeña, mucho menor que en las técnicas tradicionales de 
          propagación vegetativa. Existen diferentes opciones para realizar 
          propagación vegetativa mediante cultivo in vitro (50):

        
          
            	
              La multiplicación a partir de yemas pre-existentes (apicales o axilares).

            

            	
              La
                formación de brotes adventicios o embriones somáticos adventicios, a 
                partir de: explantes constituidos por porciones de tejidos u órganos 
                extraídos de la planta madre, células desorganizadas (suspensiones 
                celulares) o tejidos (cultivos de callos) establecidos por proliferación
                celular en el propio explante.

            

          

        

        La 
          micropropagación puede ser usada con un enfoque de conservación, ya que 
          permite obtener numerosas plántulas en tiempos cortos y espacios 
          reducidos (51). Las principales ventajas que nos ofrece (52), comparado con los métodos tradicionales son:

        
          
            	
              La
                regeneración de las plántulas es más rápida debido a que ocurre en 
                condiciones controladas de temperatura, fotoperíodo, así como los medios
                químicamente definidos en los cuales se manipula la cantidad de los 
                nutrientes y reguladores de crecimiento.

            

            	
              Se requiere de pequeñas proporciones de tejido vegetal para iniciar el establecimiento aséptico. 

            

            	
              Es
                posible propagar genotipos que con los métodos tradicionales presentan 
                cierto grado de dificultad y permite obtener mayor cantidad de material 
                vegetativo de elevada calidad biológica.

            

            	
              Es posible producir plántulas in vitro en cualquier época del año.

            

          

        

        Las fases de desarrollo en laboratorio (53) que involucra la tecnología son tres:

        
          
            	
              Fase de establecimiento in vitro:
                Se inicia con la implantación de meristemos (tejido apical) en un medio
                de cultivo que contiene los nutrientes necesarios para el desarrollo de
                las plántulas in vitro.

            

            	
              Fase de multiplicación in vitro: Las plántulas in vitro regeneradas se transfieren a un medio de cultivo con auxinas y 
                citoquininas para la inducción de la formación de brotes laterales, es 
                menor en el primer subcultivo y aumenta con los siguientes subcultivos. 
                Este ciclo de multiplicación dura entre 4-8 semanas aproximadamente, en 
                dependencia del genotipo, y se repite hasta lograr obtener la cantidad 
                de plántulas deseadas. 

            

            	
              Fase de microbulbificación in vitro:
                Se separan los macollos y se colocan en magentas o tubos y se induce la
                formación de microbulbillos al incrementar la concentración de sacarosa
                a 3, 6, 9 y 12 %. Cuando alcanzan el tamaño y diámetro adecuados y 
                toman una coloración morada, se extraen y se dejan secar para, 
                posteriormente, pasarlos a la fase de invernadero.

            

          

        

        Estudios realizados a partir de la multiplicación rápida de ajo in vitro (54)
          lograron la micropropagación al utilizar el medio de cultivo MS con 
          0,57 μM de AIA y 0,44 μM de BA para el cultivo inicial de brotes, y 
          posteriormente, el medio de cultivo MS suplementado con 170 mg L-1 de NH2PO4.

        
          3.3.1. Empleo de reguladores del crecimiento tradicionales

           ⌅
          Estudios
            realizados mostraron que la iniciación de brotes ocurrió en el 98 % de 
            los ápices cultivados en las sales del medio de cultivo basal MS 
            suplementado con 0,5 mg L-1 de 2-iP y 0,1 mg L-1de
            ANA, esto permitió el desarrollo de un solo brote por tubo de ensayo 
            con un promedio de altura entre 4-4,6 cm. La máxima altura se observó en
            el tratamiento T2 (0,01 mg L-1 de 2,4-D y 5 mg L-1 de Kin) con 9,9 cm de altura, seguido por el T3 (0,01 mg L-1 de 2,4-D y 5 mg L-1 de 6-BAP) con 8,2 cm, mientras que en el T3 se obtuvo el mayor número de brotes por callo (3,9) seguido por el T2 con 2,2 brotes por callo. En ausencia de reguladores de crecimiento [T1 (MS)] no hubo caulogénesis. Estos resultados indicaron que la 
            composición del medio nutritivo repercutió sobre la capacidad de 
            regenerar brotes. Al respecto, se requirió una mayor proporción de 
            citoquininas (Kin, 6-BAP) que de auxinas (2,4-D) en el medio de cultivo.
            En este caso, las citoquininas parecen jugar un papel específico para 
            la regeneración de brotes a partir de callos, probablemente al 
            determinar la ruta de la diferenciación hacia la caulogénesis (55).

          El
            ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), a pesar de ser una auxina que a
            bajas concentraciones puede favorecer la inducción de brotes, no es muy
            recomendable su empleo en procesos de micropropagación ya que puede 
            inducir variabilidad genética en los regenerantes obtenidos.

          En el
            cultivo del ajo, con el ecotipo ‘Colorado de Mendoza’, se alcanzó el 
            mayor número de raíces (2,5 raíces) con las sales del medio de cultivo 
            basal MS (Murashige y Skoog con vitaminas sintéticas), mientras que el 
            medio de cultivo MSM + EQ (Sales de Murashige y Skoog Modificado, 
            sustitución de KNO3, MgSO4, NH4NO3 + extracto de quinua) fue el que obtuvo el menor número de raíces, uno (56)
            como promedio. El ecotipo ‘Rosado de Italia’ fue el que alcanzó el 
            mayor promedio en cuanto al número de raíces (3,3 raíces) en presencia 
            del medio de cultivo MSM (Sales de Murashige y Skoog Modificado, 
            sustitución de KNO3, MgSO4, NH4NO3), mientras que con el medio de cultivo MSM +EQ se obtuvo el menor número de raíces (1,6 raíces) (57).

          Con
            el medio de cultivo MSM (Murashige y Skoog Modificado con sales 
            comerciales) suplementado con los reguladores de crecimiento Kinetina (1
            mg L-1) y Ácido Indolaceico (2 mg L-1) se logró 
            una mayor regeneración de brotes adventicios, un promedio de 2,1 brotes 
            por explante para el ecotipo ‘Colorado de Mendoza’ y un brote por 
            explante para el ecotipo ‘Rosado de Italia’ (57).

        
        
          3.3.2. Empleo de bioestimuladores del crecimiento

           ⌅
          El Biobras-6® y Pectimorf® se pueden utilizar como reguladores del crecimiento en todas las fases 
            de la micropropagación del ajo clon ‘Criollo-9’; la combinación AIA (0,1
            mg L-1) y Biobras-6® (0,05 mg L-1) o AIA (0,5 mg L-1) y Pectimorf® (1 mg L-1) aumentó el establecimiento in vitro de los ápices caulinares y disminuyó entre tres y cuatro días el tiempo
            de permanencia de los explantes en el medio de cultivo, con respecto al
            tratamiento control (AIA y 6-BAP). Para la obtención de brotes 
            múltiples fueron mejores las combinaciones ANA (0,3 mg L-1) y Biobras-6® (2 mg L-1) y AIA (0,5 mg L-1) y Pectimorf® (10 mg L-1).
            La supervivencia y el enraizamiento durante la aclimatización de los 
            microbulbillos fue superior, con la inmersión previa en Biobras-6® (1 mg L-1) o Pectimorf® (10 mg L-1)
            durante 15 minutos y la plantación posterior en un sustrato compuesto 
            por zeolita cargada [Litonita] (25 %) y materia orgánica [cachaza 
            descompuesta] (75 %). Las evaluaciones agronómicas evidenciaron que el 
            Biobras-6® produjo un rendimiento de 12,42 y el Pectimorf® 11,67 t ha-1, superiores en 4,47 y 2,72 t ha-1, respectivamente, en relación con las plantas control (2).

          Otros estudios con el empleo de sacarosa mostraron que el comportamiento de las plántulas in vitro y microbulbillos de ajo de diferentes genotipos (‘Criollo-9’, 
            ‘Martínez’, ‘Criollo-6’, Criollo-3’ y ‘Vietnamita’) respecto al 
            porcentaje de supervivencia en la fase de aclimatización, la respuesta 
            más efectiva se obtuvo a partir de los microbulbillos inducidos in vitro con 75 g L-1 de sacarosa. En el caso de las plántulas in vitro,
            la supervivencia osciló de 39,50-49,62 % y para los microbulbillos 
            entre 90,70-94,95 %, los mejores valores los alcanzaron los clones 
            ‘Criollo-9’ y ‘Martínez’, con 94,95 y 93,56 %, respectivamente (17).

        
      
      
        3.4. Embriogénesis somática en ajo

         ⌅
        La
          embriogénesis somática permite regenerar plantas completas, y es 
          ampliamente usada por la biotecnología y en estudios de embriología, su 
          principal ventaja es la producción de numerosas plántulas a partir de 
          una célula y permite la evaluación y mejoramiento genético (8).

        Estudios
          en ajo evidenciaron que el promedio más elevado de embriones somáticos 
          (173,71 por 200 mg de callo) se logró después de 8 semanas de cultivo en
          un medio de cultivo que contenía una combinación de 1,0 mg L-1 de 6-BAP y 0,25 mg L de 2,4-D. Sin embargo, el número disminuyó al 
          aumentar la concentración de 2,4-D. El estudio también indicó que la 
          reducción del nivel de 2,4-D en el medio de cultivo contribuyó a 
          promover un mayor número de embriones somáticos durante el subcultivo. 
          Sin embargo, el crecimiento del callo embriogénico con embriones 
          globulares disminuyó con el aumento de la concentración de BAP (2,0 mg L-1 o más) y 2,4-D (1,0 mg L-1 o más) (58).

        La
          embriogénesis somática no es más que la formación de un embrión a 
          partir de una célula somática, sin la necesidad de la fusión de gametos.
          Esta técnica se ha utilizado en todo el mundo para la producción masiva
          de plantas por cultivo in vitro en algunas especies vegetales como zanahoria (Daucus carota L.) y alfalfa (Medicago sativa L.), a pesar de no ser conocida con exactitud la biología del proceso. 
          Existen varios pasos para la regeneración de plantas por esta vía, los 
          cuales están muy relacionados entre sí: inducción y desarrollo de los 
          embriones somáticos, proliferación, maduración, germinación y conversión
          en plantas. Generalmente, se utilizan medios con altas concentraciones 
          de sales, sacarosa o manitol y se necesita la presencia de una auxina 
          para la iniciación del callo embriogénico, habitualmente 2,4-D. Como la 
          maduración y la germinación de los embriones no ocurren en presencia de 
          esta auxina, se debe remover o usarla en bajas concentraciones para 
          permitir el desarrollo de estos. Además, tanto la inducción de la 
          embriogénesis somática como el desarrollo de los estados subsiguientes 
          dependen de la presencia de nitrógeno reducido.

      
      
        3.5. Conservación in vitro de germoplasma de ajo

         ⌅
        Los bancos de germoplasma in vitro son sitios para la conservación de los recursos genéticos en 
          condiciones controladas de laboratorio y que involucran diversas 
          técnicas de cultivo y almacenamiento in vitro. En los mismos se busca maximizar la diversidad de ejemplares recolectados de poblaciones en campo o en su centro de origen (56).

        Su
          germoplasma se conserva mediante colecciones de campo o por métodos 
          biotecnológicos. En el Banco de Germoplasma del INIFAT se ha trabajado 
          durante los últimos 10 años en la conservación de germoplasma de ajo por
          reducción de la tasa de crecimiento y en la actualidad se cuenta con 
          una colección de clones de interés; los que son conservados, en 
          dependencia del genotipo, por ciclos que oscilan entre los 9 meses y un 
          año (59). 

        
          3.5.1. A mediano plazo

           ⌅
          En el almacenamiento por corto plazo los explantes permanecen in vitro hasta 12 meses, con un manejo de las condiciones de cultivo para 
            retrasar el crecimiento y aumentar los intervalos entre subcultivos (60).

          Resultados
            alcanzados demuestran que a la temperatura de 6 ºC se observó la 
            reducción de la tasa de crecimiento del cultivo del ajo, pues se 
            requirió de mayor tiempo para que las plantas alcanzaran la altura de 5 
            cm, y que resultara evidente la bulbificación y se produjera el 
            enraizamiento profuso (de 3-5 raíces). El efecto de la disminución de la
            temperatura de conservación en dicho enraizamiento fue notable, ya que 
            el tiempo para alcanzar el enraizamiento fue aproximadamente 5 veces el 
            requerido a 24 ºC. La contaminación observada fue baja por lo que no 
            parece ser un aspecto limitante. El contenido del medio de cultivo en 
            los tubos para ensayos decreció en un 25 % respecto al inicial, de modo 
            que las plántulas llegaron a alcanzar el año de conservación y aún se 
            mantenía, aproximadamente, un 75 % del contenido del medio de cultivo (61).

          Otros estudios sobre conservación in vitro (62) informaron que durante el cultivo de microbulbos de A. sativum L., en cinco medios de conservación in vitro almacenados en ¼ MS con 45 g L-1 de sacarosa (T4), mostraron porcentajes de supervivencia de 86,6; 76,6 y
            73,3 % a los 150, 180 y 210 días, respectivamente. Así mismo, 
            registraron el mejor vigor con valores promedio de 1,16; 0,93 y 1,04 
            según la escala establecida (1= bulbos definidos en un 75 %; 2 = bulbos 
            definidos en un 50 %; 3 = bulbos definidos en un 25 % y 4 = ausencia de 
            bulbos o bulbos no definidos) a los 150, 180 y 210 días de evaluación, 
            respectivamente.

          Otros estudios mostraron que, respecto al índice de bulbificación todas las plantas de ajo conservadas a 24 oC habían bulbificado a los 4 meses de conservación. A 6 oC no se observó bulbificación hasta los 6 meses y la bulbificación de todas las plantas se apreció a los 10 meses (63).

        
        
          3.5.2. A largo plazo

           ⌅
          El
            almacenamiento por largo plazo es muy seguro por lo que se usa 
            extensivamente en agricultura, horticultura, y forestería para la 
            investigación y el monitoreo ambiental. Se considera que el 
            almacenamiento por largo plazo es una práctica útil para evitar la 
            variación somaclonal en plantas con propagación vegetativa y permite 
            mantener los explantes sin alteración alguna bajo estas condiciones (64).

          Estudios
            realizados mostraron que el cultivo de brotes de tres cultivares de ajo
            se mantuvo a diversas temperaturas y medios de cultivo para mantener su
            viabilidad sin subcultivos (65). Como resultado se registró un elevado nivel de viabilidad después de 16 meses de cultivo a 4 °C con 100 g L-1 de sacarosa en medio B-5.

        
        
          3.5.3. Crioconservación

           ⌅
          La
            crioconservación permite el almacenamiento de células, tejidos u 
            órganos vegetales vivos a temperaturas extremadamente bajas (-80 °C). 
            Esta técnica permite el almacenamiento durante períodos prolongados 
            (mayores a un año) con el uso de nitrógeno líquido (NL), el cual 
            normalmente se encuentra a -196 °C. En algunas ocasiones, se combina el 
            NL con otros gases inertes (como el helio y el argón) (59).

          En
            el caso de los clones de ajo ‘Castaño INTA’, ‘Sureño INTA’ y ‘Morado 
            INTA’ se obtuvo 96,7, 92,9 y 89,3 % de explantes brotados, 
            respectivamente, cuando se crioconservaron ápices de “dientes” mediante 
            la metodología de la gota congelada (66).

          En
            el IBONE (Instituto de Botánica del Nordeste) se desarrollaron 
            protocolos para bulbillos aéreos y ápices de “dientes” y se empleó el 
            método de encapsulamiento-deshidratación con descenso térmico rápido y 
            lento. Los ápices fueron encapsulados con 3 % de alginato de calcio. Las
            cápsulas fueron precultivadas en tres soluciones de concentraciones 
            crecientes de sacarosa (0,5; 0,75; 1 M) en agitación permanente a 80 
            rpm. La deshidratación se realizó con gel de sílice durante 5 horas. 
            Posteriormente, los ápices fueron colocados en el equipo de descenso 
            programado de temperatura e introducidos en nitrógeno líquido (24 
            horas). Luego fueron descongelados a 30 ºC durante dos minutos, 
            rehidratados en medios líquidos con concentración decreciente de 
            sacarosa (0,75 y 0,5 M) y recultivados en medio Murashige y Skoog (1962)
            modificado. Esta metodología permitió obtener aproximadamente el 95 % 
            de regeneración para ápices de “dientes” de 3 clones; sin embargo, los 
            bulbillos aéreos no sobrevivieron a los tratamientos previos (67).

        
      
      
        3.6. Técnicas empleadas para detectar variabilidad genética en las plántulas de ajo obtenidas por cultivo in vitro 

         ⌅
        
          3.6.1. Técnicas morfológicas

           ⌅
          En
            los estudios morfológicos, los caracteres deben ser descubiertos y 
            delimitados generalmente sin ningún criterio explícito para la selección
            o la codificación del carácter, por lo que tienen el potencial de ser 
            arbitrarios. Sin embargo, tienen la ventaja de permitir un muestreo 
            taxonómico mucho más cuidadoso que el que se realiza con análisis 
            moleculares, lo que es importante para las revisiones sistemáticas, los 
            estudios de la evolución del carácter y la valoración filogenética (68).

          Estudios realizados en ajo (63)
            evidenciaron que el clon ‘UCLA-1’ (grupo III) se destacó del resto de 
            los materiales por presentar los mayores valores para las 
            características relacionadas con el bulbo y el follaje. Los clones 
            ‘AN-2’ y ‘AN-1’ (grupo I), con idéntico perfil electroforético, 
            mostraron diferencias morfológicas, ya que ‘AN-2’ mostró en comparación 
            con ‘AN-1’, elevados promedios para la altura y el número de hojas por 
            planta, así como para las características masa y diámetro del bulbo. 

          En
            lo que se refiere a las características relacionadas con el follaje de 
            la planta, el cultivar ‘PAL-1’ presentó el mayor promedio para la altura
            de la planta, con un valor de 59,2 cm seguido de los cultivares ‘AN-1’,
            ‘BO-4’ y ‘AN-2’; mientras que el cultivar ‘SAL-2’ resultó con el menor 
            valor para esta característica del follaje(63).

        
        
          3.6.2. Técnicas citogenéticas

           ⌅
          Actualmente, existen técnicas citogenéticas como las llamadas FISH (hibridación in situ por fluorescencia) y GISH (hibridación in situ del genoma) en las que se hace uso de tintes para marcar regiones 
            diferentes del ADN. Ambas técnicas se utilizan para identificar 
            cromosomas extraños o para detectar traslocaciones (cambios de posición 
            de partes del cromosoma) en híbridos, lo cual no es posible con las 
            técnicas de citogenética clásica como la tinción o el bandeo (54).

          En
            estudios sobre la detección de la variación somaclonal en ajo mediante 
            análisis citológico se examinaron los cariotipos de 75 regenerantes 
            derivados de los cultivos de callos de tres clones de ajo parentales y 
            se encontró que el 9,3 % eran tetraploides, el 4 % aneuploides y el 2,6 %
            mostró un cambio en la posición de la constricción secundaria. No se 
            pudo demostrar ninguna asociación entre la tasa de variación de los 
            caracteres moleculares y citológicos, ya sea al comparar cultivares o 
            examinar regenerantes individuales (54).

          Las
            diferentes concentraciones y combinaciones de reguladores del 
            crecimiento (kinetina, ácido indol-3-ilacético, ácido 
            2,4-diclorofenoxiacético) en los medios de cultivo de tejidos vegetales,
            a bajas concentraciones, no tienen ningún efecto sobre la inducción de 
            aberraciones mitóticas o la inhibición de la actividad mitótica en 
            células del meristemo de la raíz de Allium sativum L. Luego de 
            estudios realizados, se observó inhibición de la actividad mitótica, 
            tendencia a la adherencia y aglutinación de los cromosomas y un ligero 
            aumento en la frecuencia de aberraciones mitóticas a concentraciones más
            altas. Por lo que se puede decir, que los medios de cultivo de tejidos 
            vegetales no tienen un efecto directo sobre la inducción de aberraciones
            mitóticas en cultivos de tejidos vegetales in vitro (69).

          Estudios realizados para validar el uso de Allium sativum L. como un modelo de prueba sensible para genotoxicidad, evaluaron los 
            efectos citogenéticos de una formulación comercial del insecticida 
            piretroide, Cipermetrina, en las células del meristemo de la raíz de A. sativum. Para el ensayo citogenético, las células del meristemo de la raíz se expusieron a 1; 2; 4; 8 y 16 ppm (mg L-1)
            del compuesto de prueba durante 24 h, y se procesaron inmediatamente 
            para el análisis o se incubaron en agua durante 24 h de recuperación y 
            luego se procesaron. Las células analizadas inmediatamente después de la
            exposición presentaron una inhibición significativa dependiente de la 
            dosis del índice mitótico (IM) y la inducción de aberraciones mitóticas y
            cromosómicas (AM y AC). El período de recuperación de 24 h redujo el 
            efecto del compuesto de prueba sobre el IM y el porcentaje de 
            aberraciones; sin embargo, las células expuestas a 8 y 16 ppm mostraron 
            una frecuencia significativa de aberraciones a pesar del período de 
            recuperación. Los datos indicaron que dosis más elevadas de Cipermetrina
            producían toxicidad, AC y MA en A. sativum L (70).

        
        
          3.6.3. Técnicas isoenzimáticas

           ⌅
          Con
            el avance tecnológico ocurrido en los años 70, el uso de geles de 
            almidón y la tinción histoquímica de las proteínas, se demostró dentro 
            de un organismo la existencia de las isoenzimas, formas moleculares 
            múltiples dentro de un organismo que catalizan una misma reacción. El 
            efecto de una modificación alélica puede ser detectado con certeza, 
            debido a un cambio de movilidad electroforética. Esta sensibilidad 
            electroforética hizo que la técnica haya revolucionado los estudios de 
            diversidad genética en diversas especies (54).

          Para
            tales estudios se han utilizado varias estructuras de la planta, hojas,
            raíces o botones florales, de las cuales se obtiene un extracto crudo 
            proteico. La técnica consiste en la separación de las enzimas del 
            extracto crudo, en un soporte permeable (almidón, PAGE), bajo la acción 
            de un campo eléctrico y seguido de un teñido histoquímico. La separación
            se realiza mediante la carga eléctrica neta, masa molecular, punto 
            isoeléctrico y combinación de estos criterios (separación 
            multidimensional). De este modo se separan las enzimas codificadas por 
            genes diferentes o productos de diferentes alelos de un mismo gen (54).

          M tumefaciens según el ensayo histoquímico permitió detectar la actividad del gen GUS
            en los 30 clones obtenidos en el tratamiento de inoculación I2, el cual
            consistió en secar los callos al ser expuestos al aire de una campana 
            de flujo laminar durante 10 min, después se sumergieron en la suspensión
            durante 5 min y se colocaron sobre una toalla de papel esterilizada, 
            pero con diferente magnitud. El 43 % de ellas (13 colonias) mostraron 
            una coloración azul intensa, mientras que en el resto la coloración fue 
            más tenue (54).

          Algunos
            autores evaluaron los efectos de una dosis aguda de rayos γ (10 Gy) a 
            dientes de ajo post-latentes sobre el crecimiento interno de los brotes y
            los cambios en las peroxidasas y proteínas solubles hasta 100 días de 
            almacenamiento en la oscuridad a 19±1 °C y 42±2 % de humedad relativa. 
            La inhibición del crecimiento de brotes inducida por radiación se hizo 
            evidente después de 25 días de tratamiento y fue sincrónica con un 
            marcado aumento en la actividad de peroxidasa. El enfoque isoeléctrico 
            de capa fina reveló que la radiación inducía un aumento en el número de 
            isoenzimas de peroxidasa anódica a los 100 días, lo que sugiere 
            modificaciones en el proceso de vascularización. Ni el contenido de 
            proteína soluble ni el patrón de proteína se vieron afectados por la 
            irradiación. Estos resultados se discuten en términos de un posible 
            efecto mediador de la peroxidasa sobre la inhibición de brotes inducida 
            por radiación en el ajo (71).

        
        
          3.6.4. Técnicas moleculares

           ⌅
          El
            polimorfismo basado en proteínas ha sido de gran utilidad en las 
            investigaciones realizadas en plantas, pero con el desarrollo de las 
            tecnologías basadas en ADN, la investigación en esta área se ha visto 
            favorecida con la disponibilidad de una mayor cantidad de marcadores, 
            aquellos basados en Fragmentos de Restricción Polimórficos (RFLP) y en 
            la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). Ambos métodos han derivado
            en múltiples técnicas como son la Amplificación de ADN al Azar (RAPD), 
            Fragmentos Polimórficos de ADN Amplificados (AFLP), minisatélites (VNTR)
            y microsatélites (SSR), entre otros (72).

          Estudios
            realizados sobre la diversidad genética de poblaciones de ajo 
            evidenciaron que el ADN aislado de 71 muestras analizadas por la técnica
            de AFLPTM detectó un alto nivel de polimorfismo para la 
            diferenciación de las muestras en estudio. Se esperaba que las 
            diferencias genéticas no fueran tan marcadas, debido a que se trata de 
            una especie apomíctica obligada y exige reproducción clonal desde hace, 
            aproximadamente, 5000 años (73).

          Estudios
            realizados con la técnica AFLP mostraron un total de 130 bandas 
            claramente separadas. Todas las bandas cuantificadas fueron monomórficas
            (100 %), por lo que la distancia filogenética fue 0. Se detectó el 
            mismo número de bandas con cada conjunto de cebadores en una planta 
            parental recolectada en campo y en aquellas sometidas a tres 
            tratamientos de cultivo diferentes (Medio MS, control absoluto, medio MS
            + ANA (0,1 mg L-1) + Kin (8 mg L-1), Medio MS suplementado con ANA (0,1 mg L-1) + 2-iP (4 mg L-1) en tres subcultivos, respectivamente. Este análisis indica que no hubo diferencias a nivel molecular entre las plántulas in vitro regeneradas en los diferentes medios de cultivo, en los tres 
            subcultivos que se realizaron y el stock de campo, para las 
            combinaciones de cebadores que se analizaron (72).

          Las técnicas empleadas para detectar variabilidad genética en las plántulas de ajo obtenidas por cultivo in vitro son muy utilizadas en todo el mundo con buenos resultados. Con el 
            empleo de las mismas se pueden identificar cromosomas extraños, detectar
            traslocaciones y facilita el muestreo taxonómico de plantas mucho más 
            cuidadoso. Además de detectar los niveles de polimorfismo a partir de 
            tecnologías basadas en ADN.

          Otros estudios mediante la combinación
            de cebadores de ASLSM2 produjeron 11 alelos (bandas de diferentes 
            tamaños) entre los 25 clones de ajo evaluados. Por otro lado, la 
            combinación de cebadores de ASLSM4 produjeron solo 1 alelo polimórfico, 
            que estaba presente solo en los clones de ajo agrupados en los grupos 
            AFLP VII y X. Otras combinaciones de cebadores, ASLSM1 y ASLSM3, 
            produjeron alelos polimórficos 7 y 5, respectivamente (74).

          El
            empleo de técnicas moleculares basadas en ADN ha sido muy utilizado 
            para evaluar la integridad genética de los bancos de germoplasma o para 
            detectar la presencia de variaciones genéticas en materiales sometidos a
            un tratamiento mutagénico, por lo que se considera un gran avance en la
            biotecnología vegetal.

        
      
    
    
      CONCLUSIONES

       ⌅
      
        
          	
            La Biotecnología permite, mediante el cultivo de tejidos o in vitro, la obtención de plantas más resistentes y libres de patógenos y virus, en tiempos cortos y espacios reducidos.

          

          	
            La
              micropropagación puede ser usada con un enfoque de conservación, pues 
              permite obtener numerosas plantas libres de patógenos y virus, en 
              tiempos cortos y espacios reducidos. Además, permite el empleo de 
              diferentes bioestimuladores del crecimiento como Biobras-6® y Pectimorf® para sustituir o complementar los reguladores tradicionales.

          

          	
            La
              embriogénesis somática permite regenerar plantas completas, y es 
              ampliamente usada por la biotecnología y estudios en embriología, su 
              principal ventaja es la producción de numerosas plantas a partir de una 
              célula.

          

          	
            Con el uso de técnicas de cultivo in vitro se pueden producir plántulas durante todo el año y, posteriormente, 
              someterlas a la fase de aclimatización donde se logra mayor 
              supervivencia y desarrollo antes de pasar a las condiciones de campo.

          

          	
            El
              empleo de elevadas temperaturas (40-75 °C), productos químicos y 
              corriente eléctrica combinado con el cultivo de meristemos son técnicas 
              eficaces para la disminución o erradicación de virus presentes en el 
              cultivo del ajo, ya sea en condiciones de campo o a nivel de laboratorio
              mediante el cultivo de tejidos

          

          	
            Las técnicas empleadas para detectar variabilidad genética en plántulas obtenidas por cultivo in vitro permiten divisar traslocaciones y diferentes niveles de polimorfismo, además de la identificación de cromosomas extraños.
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  ABSTRACT

  
    Plant
      biotechnology has become a viable strategy for agriculture, its 
      applications include strategies aimed at obtaining and maintaining 
      pathogen-free cultivars, genetic improvement (anther cultivation, embryo
      rescue, etc.) and micropropagation, used to obtain a greater number of 
      individuals in less time and reduced spaces. Each of its phases depends 
      largely on an adequate culture medium, since the growth, development and
      morphogenesis of the explant is mainly due to its chemical composition.
      For the production of garlic "seed" (Allium sativum L.), all 
      phases are carried out in a growth chamber under automatically 
      controlled aseptic and artificial conditions and at a temperature 
      ranging between 22-25 °C. Somatic embryogenesis allows complete plants 
      to be regenerated from a single cell. Garlic is an annual plant that 
      only reproduces asexually, which is why bacteria, fungi and mainly 
      viruses, which contribute to a 50-80 % decrease in its yield, affect it.
      An alternative to avoid these problems is the use of chemotherapy, 
      thermotherapy or the combined use of one of these techniques with the 
      cultivation of meristems, to obtain plants of high biological quality. 
      Depending on the behavior of the culture during its in vitro stage, its response will be in the acclimatization phase and later in 
      field conditions. This work was carried out with the objective of 
      deepening the knowledge of some biotechnological techniques that are 
      applied in the cultivation of garlic.
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      INTRODUCTION

       ⌅
      In
        recent years, plant biotechnology has become a viable strategy for 
        agriculture thanks to its great advances, which include the use of new 
        technologies generated by the knowledge of Genetics and Molecular 
        Biology, which are the techniques related to the in vitro culture
        of immature organs, the manipulation of recombinant Deoxyribonucleic 
        Acid (DNA) and molecular genetic markers. One of its branches is in vitro culture or tissue culture, which is nothing more than the capacity of 
        plant cells, protoplasts or organs to regenerate a complete plant, which
        is what is called totipotency or cell totipotentiality, a concept 
        explained by a researcher (1). Garlic (Allium sativum L.) is an annual plant, which in our country only reproduces asexually due, among other factors, to climatic conditions (2). In addition, it does not produce viable "seeds", so "seeds" from bulbs harvested in the previous season are planted (3).

      Under
        these conditions, phytopathogenic diseases are easily transmitted to 
        the offspring, leading to a progressive and irreversible weakening of 
        the varieties or clones. Several phytosanitary problems are involved, 
        capable of causing yield losses of 50 % or more, either by the presence 
        of nematodes, fungal, bacterial and viral diseases, which are the most 
        influential in the deterioration of the crop (2,4). One of the most efficient combat measures is the use of virus-free "seed" by means of tissue or meristem culture (5).

      The success of tissue culture depends largely on the culture medium or nutrient medium suitable for each of the stages of in vitro micropropagation, as well as for the growth, development and morphogenesis of the explant (6).

      For
        the production of garlic "seed", all the micropropagation stages are 
        carried out in the growth chamber, which is usually located in the 
        laboratory under automatically controlled aseptic and artificial 
        conditions, to allow the development of seedlings in vitro. The optimum temperature for their development ranges between 22-25 °C (7).

      In
        turn, somatic embryogenesis allows the regeneration of complete plants,
        and it is widely used by biotechnology and embryology studies, its main
        advantage is the production of numerous seedlings from one cell and 
        allows the evaluation and genetic improvement. In these techniques, 
        regeneration will depend on the explant type, concentration, combination
        of growth regulators and nutrients (8).

      There are currently numerous techniques used to detect possible genetic variability in seedlings grown in vitro.
        In morphological studies, characters must be discovered and be 
        delimited usually without any explicit criteria for selection or 
        character coding, so they have the potential to be arbitrary. 
        Morphologists do not generally disclose their criteria for including or 
        excluding characters, and when criteria are given, they vary 
        considerably among studies. However, they have the advantage of allowing
        much more careful taxonomic sampling than is done with molecular 
        analyses, which is important for systematic reviews, studies of 
        character evolution, and phylogenetic assessment (9).

      Cytogenetic techniques such as FISH (fluorescence in situ hybridization) and GISH (genome in situ hybridization) use dyes to mark distinct regions of DNA. Both 
        techniques are used to identify foreign chromosomes or to detect 
        translocations (changes in the position of chromosome parts) in hybrids,
        which is not possible with classical cytogenetic techniques such as 
        staining or banding (10).

      With
        technological progress, the use of starch gels and histochemical 
        staining of proteins, the existence of isoenzymes, multiple molecular 
        forms within an organism that catalyze the same reaction, was 
        demonstrated within an organism. The effect of an allelic modification 
        can be detected with certainty, due to a change in electrophoretic 
        mobility. This electrophoretic sensitivity has revolutionized genetic 
        diversity studies in several species such as lettuce (Lactuca sativa L.), lentil (Lens culinaris M.) and bean (Phaseolus vulgaris L.) (11).

      As
        for molecular techniques, protein-based polymorphism has been very 
        useful in plant research, but with the development of DNA-based 
        technologies, research in this area has been favored with the 
        availability of a greater number of markers, those based on Polymorphic 
        Restriction Fragments (RFLP) and Polymerase Chain Reaction (PCR). Both 
        techniques have derived in multiple techniques such as Random DNA 
        Amplification (RAPD), Amplified DNA Polymorphic Fragments (AFLP), 
        minisatellites (VNTR) and microsatellites (SSR), among others (12).

      The present work aims to deepen the knowledge of some biotechnological techniques applied in garlic cultivation.

    
    
      DEVELOPMENT

       ⌅
      
        1. Culture media used in garlic

         ⌅
        A
          culture medium can be defined as a formulation of inorganic salts and 
          organic compounds required for crop nutrition. Numerous formulations 
          exist, each comprising between 6 and 40 compounds (13). Culture media supply:

        
          
            	
              A carbon source: sucrose, in concentrations of 2 to 5 %, is the most commonly used 
                sugar. In some media, it is replaced by glucose. In particular cases, 
                the use of maltose or galactose is mentioned. In addition, myo-inositol 
                (100 mg L-1) is usually incorporated to the media and a better growth of the cultures is achieved.

            

            	
              Mineral nutrients: Culture media should supply macro and micronutrients, which are 
                essential for seedling growth. In general, relatively high 
                concentrations of nitrogen (supplied in the form of ammonium and 
                nitrate) and potassium stand out. Urea, glutamine and hydrolyzed casein 
                can also be used. It is essential that iron be incorporated in 
                conjunction with a chelating agent (Na2EDTA), which makes it available 
                over a wide pH range.

            

            	
              Vitamins: From all those commonly incorporated into media, it would seem that thiamine is the only one essential for good crop growth.

            

            	
              Growth regulators: In most cases the media used for crop establishment contain auxins [ANA
                (naphthaleneacetic acid), 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic acid), IAA 
                (indolacetic acid), AIB (3-indolbutyric acid), NOA (Naphthoxyacetic 
                acid), Dicamba, Picloram] and/or cytokinins [BA or 6-BAP (6-benzyl 
                amino-purine), KIN (kinetin), ZEA (zeatin), 2-iP (2-isopentenyladenine,)
                Thidiazuron]. Gibberellins [especially GA3 (gibberellic acid)] are 
                sometimes required for meristem growth or shoot elongation. ABA 
                (abscisic acid) is used in some cases.

            

            	
              Gelling agent (in the case of semisolid culture media): Agar (between 0.6-1 %) is the
                most commonly used compound. Agargel (0.40-0.60 %), Transfergel 
                (2.0-2.60 %), Phytagel (0.25- 0.40 %), agarose (0.80-0.90 %) and Gelrite
                (0.10-0.20 %) can also be used.

            

            	
              Other compounds: Many substances, of varied chemical composition, are added often to 
                culture media. In addition to glycine, other amino acids can be added, 
                such as L-tyrosine, asparagine and cysteine. In some culture media, 
                organic acids such as malic, citric, pyruvic and succinic acids are 
                incorporated and L-glutamine and hydrolyzed casein are frequently used.

            

          

        

        In studies carried out on in vitro bulbification of garlic, the mineral salts of Murashige and Skoog (MS) were used, to which were added 2-iP (2.0 mg L-1), ANA (0.1 mg L-1), thiamine (0.1 mg L-1), nicotinic acid (0.5 mg L-1), pyridoxine (0.5 mg L-1), inositol (100 mg L-1) and 30 g L-1 of sucrose. In the effect of 2-iP concentration, significant 
          differences were only detected for the equatorial diameter variable, and
          the highest value was obtained with the 2.0 mg L-1 treatment
          with 10.93 mm. With all growth regulators, bulbification was 100 %, and
          only in the treatment with 2-iP was there formation of multiple bulbs 
          and in 2 % of the cultures, between 2-3 microbulbs of 2-5 mm in diameter
          were obtained (14).

        For the establishment of an in vitro protocol for garlic cultivation in Costa Rica, the culture medium used 
          was that of Murashige and Skoog (MS), which was supplemented with 2.5 mg
          L-1 of IAA. Additionally, one of the following growth regulators was added: 6-BAP, Kinetin or 2-iP (15).

        Studies
          carried out using two culture media: MS and LS (Linsmaier and Skoog) 
          supplemented with 6-BAP for the seedling length variable. After 14 days 
          of subculture it was observed that, the in vitro seedlings of the
          control treatment, which correspond to the MS culture medium enriched 
          only with vitamins, had the greatest longitudinal growth where the mean 
          was 2.56 cm followed by the seedlings of treatment 2 (T2). Basal salts 
          of the LS medium supplemented with 6-BAP were used and the explants 
          reached a height of 2.28 cm. Statistical analysis of that variable 
          showed significant differences among treatments (p ≤ 0.05) (16).

      
      
        2. Main chemical components used for in vitro garlic establishment

         ⌅
        When
          studying the clones 'Criollo-3', 'Criollo-6', 'Criollo-9', 'Martinez' 
          and 'Vietnamita' in each phase for the micropropagation of the crop, it 
          was found that both calcium hypochlorite (5 %-20 minutes) and sodium 
          hypochlorite (10 %-15 minutes, with 5 % active Cl2) were effective in 
          the disinfection of explants, survival and vigor of the seedlings. 
          Explants established better and in less time on basal MS medium 
          supplemented with ANA (0.1 mg L-1) and KIN (0.1 mg L-1).
          Between 4.9-7.3 shoots per explant were obtained, depending on the 
          subculture and clone on the above medium enriched with ANA (0.1 mg L-1) and 2-iP (4 mg L-1). The highest percentage of in vitro bulbification was induced on the above basal medium when 75 g L-1 sucrose was added. Microbulbils were superior to in vitro seedlings, as they reached 95.35-99.40 % survival when planted in 
          expanded polystyrene trays, in a substrate composed of Zeolite 
          [Litonite] (25 %) and O.M [decomposed Cachaça] (75 %) (17).

        Results obtained from a disinfection methodology for the in vitro implantation of garlic explants (18)
          showed that the same behaved unevenly, since statistical differences 
          were observed between the disinfection variants that were analyzed. In 
          terms of explant survival, the best results were achieved in the 
          treatments: 7 [Ca2OCI (5 %-10 minutes)], 8 [Ca2OCI (5 %- 15 minutes)], 9 [Ca2OCI
          (5 %-20 minutes)], 11 [NaOCI (10 %-10 minutes)], 12 [NaOCI (10 %-15 
          minutes)] and 13 [NaOCI (10 %-20 minutes)], all with 90 % and 
          outperformed control 1 [alcohol (70 %-30 minutes)] which achieved 59.60 %
          survival.

        In vitro seedling establishment of Peruvian 
          garlic clones from two chemical compounds showed that treatment of 
          explants with calcium hypochlorite (1 %) and sodium hypochlorite (0.1 %)
          for 10 and 15 minutes, respectively, allowed total elimination of 
          contaminating microorganisms from Peruvian clones 'P-007A' and 'P-007B' (19).

        As
          can be seen, the use of chemical compounds at adequate concentrations 
          is of utmost importance in the disinfection of garlic explants for in vitro propagation, as it reduces their contamination, as well as that of the culture medium used. 

      
      
        3. Use of biotechnological techniques in garlic cultivation

         ⌅
        Numerous
          biotechnological techniques have been developed including tissue and 
          organ culture, embryo rescue, protoplast fusion, molecular markers, 
          molecular embryo rescue, protoplast fusion, molecular markers, protein 
          and DNA sequence the establishment of protein and DNA sequences, and 
          genetic engineering (20).

        
          3.1. Main viruses affecting garlic cultivation

           ⌅
          Worldwide there are 15 viruses associated with garlic cultivation belonging to five different genera (21). These include:

          
            
              	
                8
                  Allexiviruses: Garlic Virus-A (GarV-A), Garlic Virus-B (GarV-B), Garlic
                  Virus-C (GarV-C), Garlic Virus-D (GarV-D), Garlic Virus-E (GarV-E), 
                  Garlic Vvirus-X (GarV-X), Shallot Virus X (ShVX) and Garlic Mite-borne 
                  Filamentous Virus (GarMbFV).

              

              	
                3 Potyviruses: Onion Yellow Dwarf Virus (OYDV), Leek Yellow Stripe Virus (LYSV) and Tobacco Etch Virus (TEV).

              

              	
                2 Carlaviruses: Garlic Common Latent Latent Virus (GarCLV) and Shallot Latent Virus (SLV).

              

              	
                1 Tospovirus: Irish Yellow Spot Virus (IYSV).

              

              	
                1 Fijivirus: Garlic Dwarf Virus (GDV).

              

            

          

          Losses
            caused by viral infections vary and may depend, partially, on the viral
            agent-genotype interaction. In Argentina, Garlic Virus A caused 
            reductions between 14 and 32 % in bulb mass and between 6 and 11 % in 
            diameter in 'Morado-INTA' and 'Blanco-IFFIVE' varieties (22).

          In
            Mexico it has been reported that diseases caused by viruses can cause a
            yield reduction between 33-50 % and up to 30 % of bulb mass, especially
            when the frequency of viruses such as Onion Yellow Dwarfism (OYDV), 
            Tobacco marbling (LYSV) and Latent Shallot (SLV), among others, is high (23).

          To
            reduce these sources of inoculum, the plant material must be prepared 
            before being taken to the laboratory, in a greenhouse phase or phase 0. 
            This involves taking the plants to a greenhouse, where for a period 
            agrochemicals are applied to them to reduce potential sources of 
            contamination, which can be fungi or bacteria. Among the substances used
            to reduce contamination are sodium hypochlorite, calcium hypochlorite, 
            mercury (II) chloride, 70 % alcohol and hydrogen peroxide. Their use 
            will depend on the type of plant tissue (herbaceous or woody) or the 
            amount of contaminating inoculum present in the explant (18).

          The use of mercuric chloride II (HgCl2)
            as a disinfecting agent is a simple, fast and effective method for 
            obtaining viable explants free of contamination. However, its use 
            continues to be controversial due to its high toxicity and high level of
            environmental contamination, in addition, it can cause problems of 
            tissue browning.

        
      
      
        3.2. Obtaining pathogen-free plants

         ⌅
        Several factors are involved in the contamination of in vitro explants, from the age of the plant material to its origin, 
          disinfectant solutions, the way the operator works in the laminar flow 
          chamber and the asepsis of the growth room (14).

        In
          the tropics, there are conditions of high temperatures and relative 
          humidity, heavy rainfall and abrupt climatic changes, which cause 
          microclimates, which affect the multiplication and dissemination of 
          fungi, bacteria and yeasts, contaminating agents of the culture media 
          and explants. These contaminants compete for space and nutrients found 
          in the culture medium, besides the release of toxic substances by some 
          of them, which can cause the explant death (24).

        Studies carried out in Cuba (25), have shown that in the disinfection of vegetal material for in vitro establishment, the best results were reached with 93.37 % of efficiency
          when ethanol at 70 % and sodium hypochlorite at 3.0 % were used, during
          25 minutes. These results corroborated with those reported by other 
          authors (26),
          where it is stated that sodium hypochlorite has been traditionally used
          alone or in combination with other disinfectants in the decontamination
          of plant materials to be established in vitro, due to its high redox potential of 1.36 eV.

        In studies, high-yielding garlic genotypes were selected (27), of which the genotype 'Criollo-3' was sanitized from viruses, affecting the crop and propagated in vitro. The clone showed good agronomic behavior to pests, high yield and good "seed" quality.

        Other
          results show that by increasing the concentration of the disinfectant 
          agent (20 % v/v NaOCl) with a time of 15 minutes, there was no 
          contamination during the sprouting phase and the tissues were kept in 
          optimal conditions for handling (28).

        The sanitation of garlic plants is carried out by means of meristem culture, which consists of cultivating, under in vitro conditions, the meristematic dome extracted from the basal part of the 
          garlic bulblet. Because the tissue can dehydrate quickly, this technique
          requires the skill of a specialist. The extraction of the meristem dome
          is done after the dormancy period is over, when the bulblet is close to
          sprouting. It is important to note that one of the reasons postulated 
          to explain the virus-free condition of the meristematic tissue is 
          because the speed of replication and movement of viral particles is 
          lower than the rate of cell multiplication of this tissue (29).

        In studies for the molecular
          detection of potyvirus in garlic leaves and minibulblets associated 
          with a healthy seed production program, 730 meristems were introduced. 
          Disinfection of the "seed" produced 100 % of explants free of bacterial 
          or fungal contamination. Losses occurred in 31 % of the explants 
          introduced, 18 % of the meristems were lost due to tissue death or 
          viability. The establishment percentages allowed validating the in vitro production of garlic in the clones 'Cerrito', 'Santa Rosa' and 
          'Bogotá'. Seventy-one percent of the seedlings established in a culture 
          medium supplemented with the regulators 2-iP and ANA, showed after four 
          weeks an adequate formation and vigor, according to the requirements of 
          the stage; they presented desirable characteristics, such as an average 
          height of 1.5 cm, and the development of seedlings with 2.5 leaves per 
          seedling and without roots (30).

        
          3.2.1. Thermotherapy

           ⌅
          The
            use of high temperatures (40-75 °C) to eliminate or reduce the "viral 
            load" has been defined as the production of a progressively less 
            suitable cellular environment for viral agents (31)
            and it is a step prior to the culture of meristems to provide 
            virus-free plants. The latter is a process that requires at least five 
            years (32). 

          In other studies, it was shown that the results of in vitro establishment in garlic culture were positive for OYDV (14),
            so thermotherapy was subsequently used with different thermal 
            treatments and combined with plant tissue culture in order to eradicate 
            the potyvirus from the seedlings. The results presented in the eight 
            treatments of the cultivar 'Don Fermín' showed that thermotherapy in 
            combination with tissue culture has a positive response when using as a 
            source of explant meristematic domes of a size of approximately 1 to 2 
            mm because it was possible to obtain plant material free of OYDV.

          The
            use of thermotherapy and tissue culture for the elimination of the 
            Onion Yellow Dwarfing Virus (OYDV) showed that the "teeth" (cloves) 
            exposed to 40 °C for 40 days did not produce any amplification product, 
            that is, this virus did not infect the in vitro seedlings 
            subjected to this process. It is important to mention that the tissue 
            culture technique in combination with thermotherapy on caulinar apices 
            (5-8 mm) of a relatively large size proved to be efficient in the 
            elimination of OYDV (6).

          An
            alternative management method available to garlic growers is the 
            application of high temperature directly to the bulbs to eliminate or 
            reduce the "viral load" without damaging their germination capacity or 
            subsequent development (33). It has been proven that thermotherapy is an effective and easily applied method to reduce the amount of inoculum of the Sclerotium fungus and nematodes of the genus Ditylenchus in garlic "cloves" (34).

          Results obtained proved that 
            thermotherapy has no depressive effect on future plants when they come 
            from seeds treated between 47-49 °C; and neither is production 
            negatively affected. Thermotherapy at 49 °C, being lethal to parasites 
            already installed in the planting material, avoids infection of the 
            garlic growing soil when this seed is used, which achieves a positive 
            overall health effect (35).

          The
            use of high temperatures positively influences the eradication of 
            different viruses present in the garlic crop, both in field conditions 
            and at laboratory level by means of tissue culture. In addition, the use
            of this technique avoids contamination of the soil or culture medium 
            when using contaminated material.

        
        
          3.2.2. Chemotherapy

           ⌅
          Chemotherapy
            is defined as the therapy using chemical products. The first works were
            carried out with Malaquine green against the potato weak or latent 
            mosaic virus (PVX) (36),
            with very low effectiveness. Subsequently, numerous products have been 
            used against different viruses, but in most of the substances used, 
            non-phytotoxic doses can only reduce viral multiplication rates to a 
            very limited extent (37). 

          Some authors showed that, garlic plants cultivar 'Taiwan' from in vitro meristem culture, after the application of the chemical product 
            Rivabirin, only 32.5 % of them presented negative reading to the 
            presence of virus (38).

          In
            results obtained with chemotherapy, the incidence of the OYDV and LYSV 
            viruses in the garlic crop was eliminated. In the case of virus per se, it was possible to reduce its incidence up to 85-95 % (39).
            Other studies with the application of virazole showed 100 % of 
            virus-free plants when 0.3 mm meristems were cultivated in a MS culture 
            medium with 50 mg L-1 of the product (40). Other authors reported Potyvirus-free 
            garlic plants by clove chemotherapy with Ribavirin 205 µM with a 
            survival rate ranging from 27.0-34.8 % (41).

          It
            was demonstrated that the use of chemical compounds could positively 
            influence the garlic crop for the elimination of different viruses, 
            although sometimes the use of some products only manages to reduce the 
            viral load in a low percentage. In addition, treatments with chemical 
            products usually have to be repeated more than once.

        
        
          3.2.3. Electrotherapy

           ⌅
          The
            concept can be defined as the use of electric current for therapeutic 
            purposes. It is based mainly on the phenomena caused in the tissues by 
            the passage of electricity, i.e. heating by the joule effect and 
            electrolysis. In practice, galvanic, faradic and alternating currents 
            are used (38).

          The
            first experiences in the application of electric current through plant 
            tissues, reported that they found an increase in the levels of cell and 
            tissue regeneration. The electrotherapy to garlic "cloves" has been used
            in the sanitation of the viral complex of this species; it has been 
            achieved between 53-100 % of healthy plants, when applying direct 
            current (10-13 v) between 5-30 minutes (35).

          Studies
            carried out with the use of this technique showed that doses higher 
            than 30 V during 10 min were lethal for the garlic crop (42). At the same time, other authors showed a stimulation of the growth of garlic plants by means of this technique (43).

          According
            to the results, the use of electric current is a favorable technique 
            for eliminating a large part of the viral load present in the garlic 
            crop, although it is not widely used. 

        
        
          3.2.4. Use of combined techniques for garlic virus sanitation

           ⌅
          Within
            the field of crop protection, biotechnology is a dynamic process 
            without which competitive agriculture cannot be carried out. 
            Biotechnological applications include strategies aimed at pathogen 
            detection, obtaining and maintaining pathogen-free cultivars, as well as
            new strategies for the control of diseases for which there are no 
            conventional ways. In the last century, new technologies were 
            successively incorporated that made it possible to deepen the 
            improvement of cultivars, including interspecific crosses and in vitro cultivation (37).

          Some
            authors used thermotherapy, chemotherapy and meristem culture in 
            combination to obtain garlic plants free of viruses of the Potyvirus 
            group. Embryos were obtained from cloves (explants) that had undergone 
            chemotherapy and plants regenerated from embryos received thermotherapy 
            treatment. These meristems were cultured and ELISA indexed the plants 
            obtained and it was found that thermotherapy has a negative effect on 
            plant establishment. Nevertheless, thermotherapy in combination with 
            meristem culture proved to be a more effective method for virus 
            elimination (60.0-70.9 %) than meristem culture alone (64 %). However, 
            they reported that chemotherapy was not effective for the elimination of
            the Potyvirus group (41).

          Other authors tested electrotherapy, thermotherapy, chemotherapy, or meristem dissection (in vitro culture) methods to eliminate OYDV from Allium sativum L (44). They combined electro- and chemotherapy methods (15 mA/10 min + 20 mg L-1 Virazol) and obtained the best results, 85 % of the surviving seedlings were free of OYDV.

          In studies (45)
            garlic "cloves" were treated for sanitation with hot water and air in 
            growth chamber and greenhouse. The hot water treatments were 50 and 55 
            °C for 5, 15 and 20 minutes, with an efficiency of only 13 % sanitation.
            With hot air, a temperature of 36 °C was applied for 30, 40 and 60 
            days; the percentage of regeneration decreased as the application time 
            increased and the efficiency of sanitation increased, reaching up to 100
            % with 60 days of application. 

        
        
          3.2.5 Techniques used for virus diagnosis in garlic

           ⌅
          Reliable,
            rapid and cost-effective methods for the detection of garlic viruses 
            play an important role in the control and management of viral diseases. 
            Enzyme-linked immunoadsorbent assay (ELISA) and reverse 
            transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) have been used for the 
            diagnosis of garlic viruses (46).
            However, the antisera used in the ELISA method are not always available
            for all viruses and their diagnosis becomes complex due to multiple 
            viral infections; in contrast, RT-PCR has been shown to be more 
            sensitive by detecting viruses at very low concentrations (47).

          For the detection of viral complexes in the garlic crop (48),
            the enzyme immunoadsorption technique (ELISA) was used. By means of 
            this test, the presence of five viruses was observed: Potyviruses: Leek 
            Yellow Streak Virus (LYSV) and Onion Yellow Dwarfing Virus (OYDV); 
            Carlaviruses: Shallote Latent Virus (SLV) and Garlic Common Latent Virus
            (GCLV); and Tospovirus: Iris Yellow Streak Virus (IYSV) in the foliage 
            of the ecotypes evaluated. In three different sampling dates, it was 
            detected that LYSV had a frequency of 100, 100 and 100 %; in OYDV the 
            sampling frequencies were 50, 75 and 77.7 %; in SLV 19.4, 30.5 and 0 %; 
            in GCLV 100, 97.2 and 91.6 %; and in IYSV 0.0, 2.7 and 22.2 %. 

          Studies carried out on this crop (49)
            revealed for the 54 samples analyzed by RT-PCR the presence of two to 
            five viruses in each plant, with a co-infection rate of 100 %. Two 
            samples (3.7 %) contained 2 viruses, six samples (11.11 %) contained 3 
            viruses, ten samples (18.52 %) contained 4 viruses and 36 samples (66.67
            %) contained 5 viruses. The garlic varieties 'Tigre' and 'Fermín' 
            showed a higher frequency of viruses than the variety 'California'.

        
      
      
        3.3. Garlic micropropagation

         ⌅
        The vegetative propagation of plants using in vitro culture techniques is known commonly as micropropagation, a term that 
          refers to the fact that the amount of plant material needed to initiate 
          cultivation is small, much smaller than in traditional vegetative 
          propagation techniques. There are different options for vegetative 
          propagation by in vitro culture (50):

        Multiplication from pre-existing buds (apical or axillary).

        The
          formation of adventitious shoots or adventitious somatic embryos, from:
          explants consisting of portions of tissues or organs extracted from the
          mother plant, disorganized cells (cell suspensions) or tissues (callus 
          cultures) established by cell proliferation in the explant itself.

        Micropropagation
          can be used with a conservation approach, making it possible to obtain 
          numerous seedlings, in short times and reduced spaces (51). The main advantages it offers (52), compared to traditional methods, and they are as follows:

        
          
            	
              Seedling
                regeneration is faster because it occurs under controlled conditions of
                temperature, photoperiod, as well as chemically defined media in which 
                the amount of nutrients and growth regulators are manipulated.

            

            	
              Small proportions of plant tissue are required to initiate aseptic establishment. 

            

            	
              It
                is possible to propagate genotypes that with traditional methods 
                present a certain degree of difficulty and allows obtaining a greater 
                quantity of vegetative material of high biological quality.

            

            	
              It is possible to produce seedlings in vitro at any time of the year.

            

          

        

        The laboratory development phases (53) involved in the technology are three:

        
          
            	
              In vitro establishment phase: This begins with the implantation of meristems 
                (apical tissue) in a culture medium containing the nutrients necessary 
                for in vitro seedling development.

            

            	
              In vitro multiplication phase: Regenerated in vitro seedlings are transferred to a culture medium containing auxins and 
                cytokinins for the induction of lateral shoot formation, which is minor 
                in the first subculture and increases with the following subcultures. 
                This multiplication cycle lasts approximately 4-8 weeks, depending on 
                the genotype, and is repeated until the number of available seedlings is
                increased. 

            

            	
              In vitro microbulbing phase: 
                Seedlings are separated and are placed in magentas or tubes and the 
                formation of microbulblets is induced by increasing the sucrose 
                concentration to 3, 6, 9 and 12 %. When they reach the appropriate size 
                and diameter and take on a purple coloration, they are extracted and 
                left to dry and then transferred to the greenhouse phase.

            

          

        

        Studies from rapid multiplication of garlic in vitro (54)
          achieved micropropagation by using MS culture medium with 0.57 μM of 
          IAA and 0.44 μM of BA for initial shoot culture, and then MS culture 
          medium supplemented with 170 mg L-1 of NH2PO4.

        
          3.3.1. Use of traditional growth regulators

           ⌅
          Studies
            showed that shoot initiation occurred in 98 % of the apices grown in 
            the MS basal culture medium salts supplemented with 0.5 mg L-1 of 2-iP and 0.1 mg L-1 of ANA, which allowed the development of only one shoot per test tube 
            with an average height between 4-4.6 cm. The maximum height was observed
            in treatment T2 (0.01 mg L-1 of 2.4-D and 5 mg L-1 of Kin). It is with 9.9 cm height, followed by T3 (0.01 mg L-1 of 2.4-D and 5 mg L-1 of 6-BAP) with 8.2 cm, while in T3 the highest number of shoots per 
            callus was obtained (3.9) followed by T2 with 2.2 shoots per callus. In 
            the absence of growth regulators [T1 (MS)] there was no caulogenesis. 
            These results indicated that the composition of the nutrient medium had 
            an impact on the ability to regenerate shoots. In this regard, a higher 
            proportion of cytokinins (Kin, 6-BAP) than auxins (2,4-D) was required 
            in the growth medium. In this case, cytokinins seem to play a specific 
            role for shoot regeneration from callus, probably by determining the 
            differentiation pathway toward caulogenesis (55).

          Although
            2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) is an auxin that at low 
            concentrations can favor shoot induction, its use in micropropagation 
            processes is not recommended because it can induce genetic variability 
            in the regenerants obtained.

          In garlic cultivation, the ecotype 
            'Colorado de Mendoza' achieved the highest number of roots (2.5 roots) 
            with the basal culture medium MS salts (Murashige and Skoog with 
            synthetic vitamins). The culture medium MSM + EQ (Modified Murashige and
            Skoog salts, substitution of KNO3, MgSO4, NH4NOe + quinoa extract) was the one that obtained the lowest number of roots, one on average (56).
            The ecotype 'Rosado de Italia' achieved the highest average root number
            (3.3 roots) in the presence of MSM culture medium (Murashige and Skoog 
            Salts Modified, KNO3, MgSO4, NH4NO3 substitution), while MSM +EQ culture medium obtained the lowest root number (1.6 roots) (57).

          The
            MSM culture medium (Murashige, and Skoog Modified with commercial 
            salts) supplemented with the growth regulators Kinetin (1 mg L-1) and Indolaceic Acid (2 mg L-1)
            showed a higher regeneration of adventitious shoots. An average of 2.1 
            shoots per explant was reached for the ecotype 'Colorado de Mendoza' and
            one (1) shoot per explant for the ecotype 'Rosado de Italia' (57).

        
        
          3.3.2. Use of growth biostimulators

           ⌅
          Biobras-6® and Pectimorf® can be used as growth regulators in all phases of micropropagation of 
            garlic clone 'Criollo-9'. The combination of IAA (0.1 mg L-1) and Biobras-6® (0.05 mg L-1) or IAA (0.5 mg L-1) and Pectimorf® (1 mg L-1) increased the in vitro establishment of caulinar apices and decreased the time the explants 
            remained in the culture medium by three to four days compared to the 
            control treatment (IAA and 6-BAP). The combinations ANA (0.3 mg L-1) and Biobras-6® (2 mg L-1) and IAA (0.5 mg L-1) and Pectimorf® (10 mg L-1)
            were better for obtaining multiple shoots. Survival and rooting during 
            acclimatization of microbulbils was superior with prior immersion in 
            Biobras-6® (1 mg L-1) or Pectimorf® (10 mg L-1)
            for 15 min and subsequent planting in a substrate composed of charged 
            zeolite [Litonite] (25 %) and organic matter [decomposed cachaça] (75 
            %). Agronomic evaluations showed that Biobras-6® produced a yield of 12.42 and Pectimorf® 11.67 t ha-1, higher by 4.47 and 2.72 t ha-1, respectively in relation to the control plants (2).

          Other studies with the use of sucrose showed that the behavior of in vitro garlic seedlings and microbulblets of different genotypes ('Criollo-9',
            'Martinez', 'Criollo-6', Criollo-3' and 'Vietnamita') with respect to 
            the percentage of survival in the acclimatization phase, the most 
            effective response was obtained from microbulblets induced in vitro with 75 g L-1 of sucrose. In the case of in vitro seedlings, survival ranged between 39.50-49.62 % and for microbulblets 
            between 90.70-94.95 %, the best values were achieved by the clones 
            'Criollo-9' and 'Martinez' with 94.95 and 93.56 %, respectively (17).

        
      
      
        3.4. Somatic embryogenesis in garlic

         ⌅
        Somatic
          embryogenesis allows the regeneration of complete plants, and it is 
          widely used by biotechnology and embryology studies, its main advantage 
          is the production of numerous seedlings from one cell and allows the 
          evaluation and genetic improvement (8).

        Studies
          on garlic showed that the highest average number of somatic embryos 
          (173.71 per 200 mg of callus) was achieved after 8 weeks of culture in a
          culture medium containing a combination of 1.0 mg L-1 of 
          6-BAP and 0.25 mg L of 2,4-D. However, the number decreased with 
          increasing concentration of 2,4-D. The study also indicated that 
          reducing the level of 2,4-D in the culture medium helped to promote a 
          higher number of somatic embryos during subculture. However, embryogenic
          callus growth with globular embryos decreased with increasing 
          concentration of BAP (2.0 mg L-1 or more) and 2,4-D (1.0 mg L-1 or more) (58).

        Somatic
          embryogenesis is nothing more than the formation of an embryo from one 
          cell, without the need for gamete fusion. This technique has been used 
          worldwide for the mass production of plants by in vitro culture in some plant species such as carrot (Daucus carota L.) and alfalfa (Medicago sativa L.), despite the fact that the biology of the process is not known 
          exactly. There are several steps for plant regeneration by this route, 
          which are related to each other: induction and development of somatic 
          embryos, proliferation, maturation, germination and conversion into 
          plants. Generally, media with high concentrations of salts, sucrose or 
          mannitol are used and the presence of an auxin, usually 2,4-D, is 
          required for the initiation of embryogenic callus. Since embryo 
          maturation and germination do not occur in the presence of this auxin, 
          it must be removed or be used at low concentrations to allow 
          development. In addition, both the induction of somatic embryogenesis 
          and the development of subsequent stages depend on the presence of 
          reduced nitrogen.

      
      
        3.5. In vitro conservation of garlic germplasm

         ⌅
        In vitro germplasm banks are sites for the conservation of genetic resources under controlled laboratory conditions and involve various in vitro cultivation and storage techniques. They seek to maximize the diversity
          of specimens collected from populations in the field or in their center
          of origin (56).

        Their
          germplasm is conserved through field collections or biotechnological 
          methods. The INIFAT Germplasm Bank has been working for the last 10 
          years on the conservation of garlic germplasm by reduction of the growth
          rate and currently has a collection of clones of interest, which are 
          conserved, depending on the genotype, for cycles ranging from 9 months 
          to one year (59). 

        
          3.5.1. Medium-term

           ⌅
          In short-term storage, explants remain in vitro for up to 12 months, with management of the culture conditions to delay growth and increase the intervals between subcultures (60).

          Results
            showed that at a temperature of 60 ºC, a reduction in the growth rate 
            of the garlic crop was observed, since more time was required for the 
            plants to reach a height of 5 cm, for bulbification to become evident 
            and for profuse rooting to occur (3-5 roots). The effect of lowering the
            storage temperature on rooting was remarkable, as the time to reach 
            rooting was approximately 5 times the time required at 24 ºC. The 
            contamination observed was low, so it does not seem to be a limiting 
            aspect. The culture medium content in the test tubes decreased by 25 % 
            with respect to the initial one, so that the seedlings reached one year 
            of preservation and approximately 75 % of the culture medium content was
            still present (61).

          Other studies on in vitro preservation (62) reported that during the cultivation of A. sativum L. microbulbs in five in vitro preservation media stored at ¼ MS with 45 g L-1 sucrose (T4) showed survival percentages of 86.6, 76.6 and 73.3 % at 
            150, 180 and 210 days, respectively. Likewise, they registered the best 
            vigor with average values of 1.16, 0.93 and 1.04 according to the 
            established scale (1 = 75 % defined bulbs; 2 = 50 % defined bulbs; 3 = 
            25 % defined bulbs and 4 = absence of bulbs or undefined bulbs) at 150, 
            180 and 210 days of evaluation, respectively.

          Other studies showed
            that, with respect to the bulbing index, all garlic plants stored at 24
            ºC had bulbed at 4 months of storage. At 6 ºC, bulbing was not observed
            until 6 months and bulbing of all plants was observed at 10 months (63).

        
        
          3.5.2. Long-term

           ⌅
          Long-term
            storage is very safe and it is used extensively in agriculture, 
            horticulture, and forestry for research and environmental monitoring. 
            Long-term storage is considered a useful practice to avoid somaclonal 
            variation in vegetatively propagated plants and allows keeping explants 
            unaltered under these conditions (64).

          Studies
            showed that shoot cultures of three garlic cultivars were maintained at
            various temperatures and media to maintain viability without 
            subculturing (65). As a result, a high level of viability was recorded after 16 months of cultivation at 4 °C with 100 g L-1 sucrose in B-5 medium.

        
        
          3.5.3. Cryopreservation

           ⌅
          Cryopreservation
            allows the storage of living plant cells, tissues or organs at 
            extremely low temperatures (-80 °C). This technique allows storage for 
            prolonged periods (greater than one year) with the use of liquid 
            nitrogen (NL), which is normally at -196 °C. On some occasions, NL is 
            combined with other inert gases (such as helium and argon) (59).

          In
            the case of garlic clones 'Castaño INTA', 'Sureño INTA' and 'Morado 
            INTA', 96.7, 92.9 and 89.3 % of sprouted explants were obtained, 
            respectively, when "clove" apices were cryopreserved using the frozen 
            drop methodology (66).

          Protocols
            for aerial bulblets and "tooth" apices were developed at IBONE 
            (Institute of Botany of the Northeast), and the 
            encapsulation-dehydration method with rapid and slow thermal descent was
            employed. Apices were encapsulated with 3 % calcium alginate. The 
            capsules were pre-cultured in three solutions of increasing sucrose 
            concentrations (0.5; 0.75; 1 M) under permanent agitation at 80 rpm. 
            Dehydration was carried out with silica gel for 5 hours. Subsequently, 
            the apices were placed in the programmed temperature lowering equipment 
            and were placed in liquid nitrogen (24 hours). They were then thawed at 
            30 ºC for two minutes, rehydrated in liquid media with decreasing 
            sucrose concentration (0.75 and 0.5 M) and recultured in modified 
            Murashige and Skoog (1962) medium. This methodology allowed obtaining 
            approximately 95 % regeneration for apices of "teeth" of 3 clones; 
            however, aerial bulblets did not survive the previous treatments (67).

        
      
      
        3.6. Techniques used to detect genetic variability in garlic seedlings obtained by in vitro culture

         ⌅
        
          3.6.1. Morphological Techniques

           ⌅
          In
            morphological studies, characters must be discovered and be delimited 
            usually without any explicit criteria for selection or character coding,
            so they have the potential to be arbitrary. However, they have the 
            advantage of allowing much more careful taxonomic sampling than 
            molecular analyses, which is important for systematic reviews, studies 
            of character evolution, and phylogenetic assessment (68).

          Studies on garlic (63)
            showed that the clone 'UCLA-1' (group III) stood out from the rest of 
            the materials for having the highest values for bulb and foliage 
            characteristics. Clones 'AN-2' and 'AN-1' (group I), with identical 
            electrophoretic profile, showed morphological differences, since 'AN-2' 
            showed in comparison with 'AN-1', high averages for height and number of
            leaves per plant, as well as for bulb characteristics such as mass and 
            diameter.

          Regarding the characteristics related to plant foliage, 
            cultivar 'PAL-1' presented the highest average for plant height, with a 
            value of 59.2 cm followed by cultivars 'AN-1', 'BO-4' and 'AN-2'; while 
            cultivar 'SAL-2' resulted with the lowest value for this foliage 
            characteristic(63).

        
        
          3.6.2. Cytogenetic techniques

           ⌅
          Currently there are cytogenetic techniques such as FISH (fluorescence in situ hybridization) and GISH (genome in situ hybridization) in which dyes are used to mark different regions of the 
            DNA. Both techniques are used to identify foreign chromosomes or to 
            detect translocations (changes in the position of parts of the 
            chromosome) in hybrids, which is not possible with classical cytogenetic
            techniques such as staining or banding (54).

          Studies
            on the detection of somaclonal variation in garlic by cytological 
            analysis examined the karyotypes of 75 regenerants derived from callus 
            cultures of three parental garlic cloves and found that 9.3 % were 
            tetraploid, 4 % aneuploid, and 2.6 % showed a change in the position of 
            the secondary constriction. No association could be demonstrated between
            the rate of variation in molecular and cytological characters, either 
            when comparing cultivars or examining individual regenerants (54).

          Different
            concentrations and combinations of growth regulators (kinetin, 
            indole-3-ylacetic acid, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid) in plant tissue 
            culture media at low concentrations have no effect on the induction of 
            mitotic aberrations or inhibition of mitotic activity in Allium sativum L. meristem root tip cells. After studies, inhibition of mitotic 
            activity, tendency to chromosome adhesion and agglutination, and a 
            slight increase in the frequency of mitotic aberrations were observed at
            higher concentrations. Thus, it can be said that plant tissue culture 
            media do not have a direct effect on the induction of mitotic 
            aberrations in in vitro plant tissue cultures (69).

          Studies conducted to validate the use of Allium sativum L. as a sensitive test model for genotoxicity evaluated the cytogenetic
            effects of a commercial formulation of the pyrethroid insecticide, 
            cypermethrin, on root meristem cells of A. sativum. For the cytogenetic assay, root meristem cells were exposed to 1; 2; 4; 8 and 16 ppm (mg L-1)
            of the test compound for 24 h, and either processed immediately for 
            analysis or incubated in water for 24 h recovery and then processed. 
            Cells analyzed immediately after exposure exhibited significant 
            dose-dependent inhibition of mitotic index (MI) and induction of mitotic
            and chromosomal aberrations (MA and CA). The 24-h recovery period 
            reduced the effect of the test compound on MI and the percentage of 
            aberrations; however, cells exposed at 8 and 16 ppm showed a significant
            frequency of aberrations despite the recovery period. The data 
            indicated that higher doses of cypermethrin produced toxicity, CA and MA
            in A. sativum L (70).

        
        
          3.6.3. Isoenzymatic techniques

           ⌅
          With
            the technological advances of the 1970s, the use of starch gels and 
            histochemical staining of proteins, the existence of isoenzymes, 
            multiple molecular forms within an organism that catalyze the same 
            reaction, was demonstrated within an organism. The effect of an allelic 
            modification can be detected with certainty, due to a change in 
            electrophoretic mobility. This electrophoretic sensitivity has led to 
            the technique revolutionizing genetic diversity studies in various 
            species (54).

          For
            these studies, several plant structures have been used, such as leaves,
            roots or flower buds, from which a crude protein extract is obtained. 
            The technique consists of the separation of enzymes from the crude 
            extract, on a permeable support (starch, PAGE) under the action of an 
            electric field and followed by histochemical staining. Separation is 
            performed by net electrical charge, molecular mass, isoelectric point 
            and combination of these criteria (multidimensional separation). This 
            separates enzymes encoded by different genes or products of different 
            alleles of the same gene (54).

          M tumefaciens according to the histochemical assay allowed detecting the activity of 
            the GUS gene in the 30 clones obtained in the inoculation treatment I2, 
            which consisted of drying the corns when exposed to the air of a laminar
            flow hood for 10 min. Then it immersed in the suspension for 5 min and 
            placed on a sterilized paper towel, but with different magnitude. 
            Forty-three percent of them (13 colonies) showed intense blue 
            coloration, while in the rest the coloration was fainter (54).

          Some
            authors evaluated the effects of an acute dose of γ-rays (10 Gy) to 
            post-latent garlic cloves on shoot ingrowth and changes in peroxidases 
            and soluble proteins up to 100 days of storage in the dark at 19±1 °C 
            and 42±2 % relative humidity. Radiation-induced inhibition of shoot 
            growth was evident after 25 days of treatment and was synchronous with a
            marked increase in peroxidase activity. Thin-layer isoelectric focusing
            revealed that radiation induced an increase in the number of anodic 
            peroxidase isoenzymes at 100 days, suggesting modifications in the 
            vascularization process. Neither soluble protein content nor protein 
            pattern was affected by irradiation. These results are discussed in 
            terms of a possible mediating effect of peroxidase on radiation-induced 
            shoot inhibition in garlic (71).

        
        
          3.6.4. Molecular Techniques

           ⌅
          Protein-based
            polymorphism has been very useful in plant research, but with the 
            development of DNA-based technologies, research in this area has been 
            favored with the availability of a larger number of markers, those based
            on Restriction Fragment Polymorphism (RFLP) and Polymerase Chain 
            Reaction (PCR). Both methods have led to multiple techniques such as 
            Random DNA Amplification (RAPD), Amplified DNA Polymorphic Fragments 
            (AFLP), minisatellites (VNTR) and microsatellites (SSR), among others (72).

          Studies
            on genetic diversity of garlic populations showed that DNA isolated 
            from 71 samples analyzed by the AFLPTM technique detected a high level 
            of polymorphism for the differentiation of the samples under study. It 
            was expected that the genetic differences would not be so marked, 
            because this is an obligate apomictic species and has required clonal 
            reproduction for approximately 5000 years (73).

          Studies
            performed with the AFLP technique showed 130 clearly separated bands. 
            All quantified bands were monomorphic (100 %), so the phylogenetic 
            distance was zero. The same number of bands was detected with each set 
            of primers in a field-collected parental plant and in those subjected to
            three different culture treatments (MS medium, absolute control; MS 
            medium + ANA (0.1 mg L-1) + Kin (8 mg L-1); MS medium supplemented with ANA (0.1 mg L-1) + 2-iP (4 mg L-1) in three subcultures, respectively. This analysis indicates that there were no differences at the molecular level between the in vitro seedlings regenerated in the different culture media, in the three 
            subcultures that were performed and the field stock, for the primer 
            combinations that were analyzed (72).

          The techniques used to detect genetic variability in garlic seedlings obtained by in vitro culture are widely used worldwide with good results. With the use of 
            these techniques, foreign chromosomes can be identified, translocations 
            can be detected, and taxonomic sampling of plants is much more careful. 
            In addition to detecting polymorphism levels from DNA-based 
            technologies.

          Other studies using the ASLSM2 primer combination 
            produced 11 alleles (bands of different sizes) among the 25 garlic 
            clones evaluated. On the other hand, the combination of ASLSM4 primers 
            produced only one polymorphic allele, which was present only in garlic 
            clones clustered in AFLP groups VII and X. Other primer combinations, 
            ASLSM1 and ASLSM3, produced 7 and 5 polymorphic alleles, respectively (74).

          The
            use of DNA-based molecular techniques has been widely used to detect 
            the genetic integrity of germplasm banks or to detect the presence of 
            genetic variation in materials subjected to mutagenic treatment, and 
            therefore is considered a breakthrough in plant biotechnology.

        
      
    
    
      CONCLUSIONS

       ⌅
      Biotechnology allows, through tissue culture or in vitro, to obtain more resistant plants, free of pathogens and viruses, in short times and reduced spaces.

      Micropropagation
        can be used with a conservation approach, since it allows obtaining 
        numerous plants free of pathogens and viruses, in short times and 
        reduced spaces. In addition, it allows the use of different growth 
        biostimulators such as Biobras-6® and Pectimorf® to replace or complement traditional regulators.

      Somatic
        embryogenesis, which allows the regeneration of complete plants, is 
        widely used in biotechnology and embryology studies, its main advantage 
        being the production of numerous plants from one cell.

      The use of in vitro culture techniques allows the production of seedlings throughout the 
        year and then subjecting them to the acclimatization phase where greater
        survival and development is achieved before moving to field conditions.

      The
        use of high temperatures (40-75 °C), chemicals and electric current 
        combined with meristem culture are effective techniques for the 
        reduction or eradication of viruses present in the garlic crop, either 
        in field conditions or at the laboratory level through tissue culture.

      The techniques used to detect genetic variability in seedlings obtained by in vitro culture allow the detection of translocations and different levels of 
        polymorphism, as well as the identification of foreign chromosomes.
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