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INTRODUCCIÓN

Introducción general

El ajo se ha venido usando con fines medicinales desde la antigüedad, apa-
reciendo la primera referencia escrita de este uso en un texto chino que data del
año 510 a. C. Entre las diversas propiedades medicinales que se han adscrito al
ajo se encuentran la prevención de enfermedades cardiovasculares como la
arteriosclerosis y las enfermedades coronarias (Milner, 2001; Amagase et al.,
2001; Reuter, 1995), la reducción de los niveles de colesterol sérico así como los
niveles de triglicéridos (Myung et al., 1982), también se ha asociado su consu-
mo con una disminución en el riesgo de contraer cáncer (Dorant et al., 1993;
Agarwal, 1996). Este efecto terapéutico se atribuye a estructuras moleculares
específicas que derivan fundamentalmente del alto contenido en compuestos
azufrados (3 a 100 veces mayor contenido que en otras especies), responsables
del aroma y sabor del ajo. Dos de estos compuestos, la alicina y el ajoeno, tie-
nen una importancia demostrada en la prevención de la agregación plaquetaria
(Block et al., 1984; Bordia et al., 1996). Asimismo, el ajo ha mostrado ser un
potente agente antibiótico, antifúngico e insecticida (Huang et al., 2000).

El ajo cultivado, Allium sativum L., es una planta de propagación vegetativa
obligada mediante bulbos, debido a su incapacidad para producir flores fértiles
y, por lo tanto, semilla de origen sexual. Este tipo de reproducción, por una
parte, ha facilitado la transmisión y propagación de multitud de agentes infec-
ciosos (nematodos, hongos y virus) que afectan considerablemente a la pro-
ductividad del cultivo y, por otra, ha limitado la mejora genética del ajo, que se
ha visto reducida así a la selección clonal. 

En efecto, la dificultad de inducir la floración en esta especie hace imposible
la aplicación de las técnicas de mejora genética clásica, basadas en cruzamien-
tos y selecciones sucesivas de la descendencia y que son utilizadas en otras
plantas hortícolas capaces de reproducirse sexualmente. Por ello, la mejora
genética del ajo se ha visto restringida a la selección de la variabilidad preexis-
tente, gran parte de la cual es conservada y caracterizada en diversos bancos
de germoplasma, como, en el Centro de Investigación y Formación Agraria
(Córdoba, España), Central Institute of Genetics and Crop Plant Research
(Gatersleben, Alemania), Institute of Horticultural Research (Wellesbourne, UK),
Centre for Genetic Resources (Wageningen, Holanda), etc... A pesar de la exis-
tencia de una variabilidad genética relativamente grande, la imposibilidad de
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que exista un flujo génico entre los diversos cultivares impide que las caracte-
rísticas interesantes (rendimiento, resistencias, calidad...) puedan reunirse en
una misma variedad.

Importancia económica de la especie

El cultivo del ajo se encuentra ampliamente extendido en el mundo. Es, sin
embargo, en Asia y Europa donde se concentra el mayor volumen de produc-
ción. El ajo es una planta muy apreciada tradicionalmente en los países asiáti-
cos y latinos como condimento alimentario y por sus propiedades medicinales.
En los últimos años también ha adquirido gran importancia en los países anglo-
sajones, como en Estados Unidos donde se cultiva con gran éxito.

La producción de ajo de España, Francia e Italia constituye la mayor parte de
la producción de la unión europea. Según el último anuario disponible (FAO
2003), en España se cultivaron unas 23.500 hectáreas de ajo, con una produc-
ción de 188.900 toneladas, por lo que el rendimiento medio fue aproximada-
mente de 8 t/ha de ajos frescos. Esto sitúa a nuestro país como séptimo pro-
ductor mundial y primero europeo. En los últimos siete años, se ha observado
un aumento considerable de la producción mientras que la superficie cultivada
ha experimentado una disminución. Parte de este aumento en el rendimiento se
debe al uso, cada vez más extendido, de “semilla” libre de virus obtenida
mediante el cultivo in vitro de ápices.

Taxonomía, variabilidad y mejora genética de la especie

El ajo, cuya denominación científica es Allium sativum L., es una planta vivaz
y resistente al frío perteneciente a la familia Alliaceae, tribu Alliae (Hanelt,
1990). Esta familia está compuesta por plantas monocotiledóneas con flores
que, por lo general, son llamativas y forman umbelas (Figura 1), en su mayor
parte, son de porte herbáceo y con estructuras bulbosas. El género que tiene
más interés agronómico dentro de esta familia es Allium, en el cual se incluyen
más de 600 especies diferentes (Hanelt, 1990).

El origen del ajo cultivado es aún incierto, sin embargo, se considera como
probable antecesor a la especie silvestre Allium longicuspis (Yamaguchi, 1983)
ampliamente extendida por Asia Central (Vavilov, 1951). Aunque ya se ha dicho
que el ajo cultivado no produce semilla de origen sexual, en los años 80 se reco-
lectaron en las montañas de Tien Shan, en Kirguizistán y en el Oeste de China



12

Primeros resultados de un programa de liberación 
de virus del Banco de Germoplasma de Ajo de Córdoba

algunos clones fértiles que pro-
ducían semillas (Etoh, 1986),
en la misma región donde
crece Allium longicuspis.

A pesar de las restricciones
que presenta Allium sativum en
cuanto a la recombinación
genética, muestra una conside-
rable variabilidad con respecto a
sus características morfológicas
(tamaño y número de dientes,
peso del bulbo, etc.) y fisiológi-
cas (temperatura y fotoperíodo
necesarios para el crecimiento
y la formación del bulbo), lo
que refleja una base genética
relativamente amplia.

En el Banco de Germoplasma de Ajo situado en el Centro de Investigación y
Formación Agraria (C.I.F.A.) de Córdoba se conservan más de 400 entradas que
representan una gran parte de la variabilidad genética existente a nivel mundial
(Figura 2).

En este cultivo, la variedad
genética disponible es un
recurso importante para los
programas de mejora genética
basados en la selección clonal.

Las poblaciones de ajo culti-
vadas tradicionalmente no son
forzosamente homogéneas y
es frecuente que el agricultor
realice una selección de la
“semilla” previa a la planta-
ción. Esta selección se basa
exclusivamente en la elimina-
ción de los bulbos pequeños o
mal conformados (selección
masal). Este sistema es muy
poco efectivo ya que la influen-

cia ambiental es muy alta, lo que limita enormemente la ganancia genética.

FIGURA 1. Inflorescencia en umbela de Allium ampe-
loprasum.

FIGURA 2. Plantas pertenecientes a distintas entradas
del Banco de Germoplasma de Ajo situado en el C.I.F.A.
de Córdoba (responsable: F. Mansilla).



En Francia, en los años 60 se inició un programa de selección masal de la
población “Violet de Cadours” que produjo resultados muy limitados.
Posteriormente, se llevaron a cabo programas de mejora más serios basados en
la selección clonal para el rendimiento que, posteriormente, fueron ampliándo-
se a otros caracteres de interés como el aspecto exterior del bulbo, la regulari-
dad de los dientes, la menor proporción de dientes dobles y el color (Messiaen
et al., 1993).

Los programas de selección clonal se han complementado con programas de
mejora sanitaria basados en la eliminación de virus y, secundariamente, de otros
agentes infecciosos (hongos, bacterias y nematodos) mediante el cultivo in vitro
de ápices (Keller y Fritsch, 1997; Senula et al., 2000; Martín-Urdíroz et al., 2001).
Esta técnica se utiliza comúnmente para la propagación clonal y eliminación de
virus en diversas especies de Allium. La alta estabilidad genética lograda en el
material micropropagado, permite que el cultivo in vitro pueda ser utilizado para
la conservación de germoplasma (Novak, 1990). Los aumentos de rendimiento
que se obtienen utilizando esta metodología superan en muchos casos el 50%,
lo que ha propiciado que varias empresas privadas se estén dedicando a la pro-
ducción y comercialización de “semilla” libre de virus (semilla certificada).

Sin embargo, a pesar de que, como ya hemos comentado, las especiales
características reproductivas del ajo lo hacen inaccesible a las técnicas de mejo-
ra clásica, se han conseguido algunos éxitos, aún limitados, en la producción de
semilla verdadera tanto en Japón (Etoh, 1983, 1985; Etoh et al., 1988) como en
Alemania (Konvicka, 1984) y en Estados Unidos (Pooler y Simon, 1993 y 1994).
El eventual establecimiento de un sistema efectivo de reproducción sexual en
ajo permitiría tener acceso a la variación genética generada por la meiosis y la
fertilización. Por otra parte, la propagación de ajo por semilla resultaría un méto-
do más económico para la eliminación de virus y otros agentes infecciosos que
la costosa propagación in vitro realizada actualmente, debido a que los virus y
nematodos que infectan al ajo no suelen transmitirse por la semilla.

Virosis en AAllll iiuumm  ssaattiivvuumm

El tipo de propagación (vegetativa) al que se ve sometido el ajo ha facilita-
do la transmisión y acumulación de complejos de virus causantes de síntomas
que suelen acompañarse de una reducción significativa en la producción. 

La enfermedad típica es causada por diversos complejos virales que generan
el llamado “mosaico del ajo”, caracterizado por manchas y estrías cloróticas en
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las hojas, pero cuya mani-
festación varía con el geno-
tipo, la edad o el complejo
vírico concreto. Los princi-
pales virus que componen
estos complejos son, por
orden de importancia, los
pertenecientes a los géne-
ros, Potyvirus, fundamen-
talmente Onion Yellow
Dwarf Virus (OYDV) (Figura
3), Leek Yellow Stripe Virus
(LYSV) y Shallot Yellow
Stripe Virus (SYSV),
Carlavirus (Figura 4): Garlic
Common Latent Virus
(GCLV) y Shallot Latent
Virus (SLV) (Van Dijk,
1993b; Bos et al., 1978), y
Allexivirus, así como de
otros de menor      inciden-
cia pertenecientes al géne-
ro Reovirus y familia
Partitiviridae (Diekman,
1997). 

Los Potyvirus se encuentran extendidos por todo el mundo (Van Dijk, 1993a;
Dovas et al., 2001; Chen et al., 2001). Tienen por vectores a los áfidos, que los
transmiten de forma no persistente. Se han estudiado los efectos de la infección
por OYDV y LYSV sobre la producción de diferentes cultivares de ajo describien-
do una reducción del peso del bulbo en rangos del 39 al 60% y del 17 al 54%,
respectivamente. Además, se ha demostrado que la infección simultanea con
ambos virus causa una mayor reducción del crecimiento y peso del bulbo cuan-
tificándose ésta en un rango del 56 al 84%, dependiendo del cultivar, y aumen-
tando hasta un 91% si se mantiene dicha coinfección durante varios años (Lot
et al., 1998).

Por otra parte, también están muy extendidos en el ajo dos Carlavirus (GCLV
y SLV) (Figura 4), cuyas distribuciones geográficas son distintas: el GCLV se ha
encontrado en la mayoría de los países, aunque no en cultivares tradicionales de
Japón, Taiwán y Tailandia (Barg et al., 1994, 1997) mientras que el SLV se ha

14

Primeros resultados de un programa de liberación 
de virus del Banco de Germoplasma de Ajo de Córdoba

FIGURAS 3 y 4. Micrografía electrónica de un Potyvirus
(OYDV) (3) y un Carlavirus (4) extraído de plantas de ajo.
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detectado, predominantemente, en Asia y Europa (Van Dijk, 1993b; Barg et al.,
1994, 1997). Estos virus se transmiten, igual que los Potyvirus, por áfidos y de
forma no persistente (Van Dijk, 1993b; Barg et al., 1994, 1997), aunque esta
transmisión es menos eficiente que la de los Potyvirus (Bos, 1992; Van Dijk,
1993b). Hasta la fecha, no hay datos disponibles sobre el efecto que estos virus
tienen en la sintomatología o en la reducción de la producción de los distintos
cultivares de ajo. Aunque, podría ocurrir, como se ha descrito en puerro
(Paludan, 1980), que la coinfección con SLV y LYSV incremente la pérdida de

productividad.

Otro grupo de virus que
infectan al ajo son los
recientemente denomina-
dos Allexivirus (Pringle,
1999) (Figura 5) en el que
se incluyen el Garlic virus A
(GarV-A), Garlic virus B
(GarV-B), Garlic virus C
(GarV-C), Garlic virus D
(GarV-D) (Sumi et al.,
1993), Garlic virus E (GarV-
E) (Chen et al., 2001),
Shallot Virus X (Kanyuka et
al., 1992) y Garlic virus X

(GarV-X) (Song et al., 1998). Estos virus no causan una sintomatología caracte-
rística; pueden formar mosaicos leves, estrías amarillas cortas o incluso no dar
síntomas y son transmitidos por el ácaro Aceria tulipae (Van Dijk, 1991), fre-
cuente en los almacenes de ajo. Aún, se desconoce la posible repercusión que
puedan tener estos virus sobre la producción.

Debido a las repercusiones económicas que han tenido las virosis en la pro-
ducción de ajo, ha sido necesario liberar de virus a la “semilla” mediante el cul-
tivo in vitro de ápices y, posteriormente, desarrollar un método eficaz y simple
de diagnóstico para comprobar la presencia de los distintos virus de las plantas
producidas. Los métodos de diagnóstico más comúnmente utilizados hasta la
fecha están basados en las propiedades antigénicas de las cápsidas virales, lo
que ha impuesto la necesidad de desarrollar sueros, monoclonales o policlona-
les, capaces de reconocer específicamente a cada virus o cepa viral, objetivo que
no siempre es posible alcanzar. Las técnicas serológicas más utilizadas para la
indexación viral son: ELISA, en sus variantes Double Antibody Sandwich (DAS-
ELISA) (Clark et al., 1977), Triple Antibody Sandwich (TAS-ELISA) (Vetten et al.,

FIGURA 5. Micrografía electrónica de Allexivirus aislados
de plantas de ajo.



1992) y Plate Trapped Antigen o Antigen Coated Plated (PTA/ACP-ELISA) (Vetten
et al., 1992) e inmunoadsorción-microscopíaelectrónica (ISEM). Más reciente-
mente, se vienen implementando las técnicas moleculares al uso: Transcriptasa
Inversa-PCR (RT-PCR) e Inmunocaptura (IC)-RT-PCR. Dovas y colaboradores
(2001) han comparado los métodos más empleados en la detección de virus en
Allium: ELISA, RT-PCR e IC-RT-PCR y han concluido que las técnicas molecula-
res son de 102 a 104 veces más sensibles que la técnica de ELISA, aparte de
que, la fiabilidad de la técnica ELISA depende enormemente de la existencia fre-
cuente de variantes antigénicas así como de la concentración de virus en las
hojas infectadas que, a su vez, varía en el tiempo y en función del órgano y
región del mismo (Dovas et al., 2001). Sin embargo, el diagnóstico mediante
técnicas moleculares es más costoso y menos práctico llevado a gran escala que
los basados en técnicas serológicas.

Cultivo iinn  vviittrroo de AAllll iiuumm  ssaattiivvuumm

El cultivo de ápices se ha utilizado frecuentemente en Allium sativum para la
eliminación de virus y la propagación rápida del material saneado. Esta técnica
resulta especialmente útil en una planta como el ajo, que, por ser de reproduc-
ción vegetativa obligada, se ve afectada de manera importante por numerosos
virus. En el proceso de liberación de virus en ajo algunos autores (Conci y Nome,
1991; Peiwen et al., 1994) han combinado el cultivo de ápices con el uso de la
termoterapia. El empleo de ésta parece que incrementa notablemente el por-
centaje de plantas libres de virus aunque disminuye la supervivencia de las
yemas (Conci y Nome, 1991).

Los principales factores a considerar en un programa de multiplicación in
vitro de ajo son: la tasa de multiplicación y el grado y calidad de la bulbificación.
La tasa de multiplicación es el número de propágulos que se producen por pro-
págulo inicial en un tiempo definido, que limitará la velocidad con la que podre-
mos multiplicar un determinado material o, lo que es lo mismo, la cantidad de
plantas que podremos obtener en cada ciclo de cultivo. Por otra parte, la micro-
bulbificación o bulbificación in vitro determinará la facilidad de aclimatación del
material y, por tanto, su tasa de supervivencia extra vitrum. Asimismo, el tama-
ño de los microbulbos puede condicionar el período de tiempo necesario para
obtener “semilla” comercial.

Los trabajos más destacados realizados hasta la fecha en micropropagación
de Allium sativum se iniciaron a principios de los años 60 por el INRA francés
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(Messiaen y Marrou, 1965), que en 1972 ya fue capaz de producir 197 tonela-
das de “semilla” certificada (Messiaen et al., 1993). En España las primeras
investigaciones en este campo se iniciaron a finales de los años 70 con los tra-
bajos de Ayuso y Peña-Iglesias (1981).

El proceso de micropropagación se inicia estableciendo en cultivo una yema
que, en la gran mayoría de los trabajos publicados corresponde a la yema api-
cal presente en el disco basal del brote interior de los bulbos maduros
(Bhojwani, 1980; Peña-Iglesias et al., 1982; Conci y Nome, 1991; Ravnikar et
al., 1993; Nagakubo et al., 1993; Mohamed-Yassen et al., 1994).
Ocasionalmente, se han utilizado otro tipo de yemas, como las que se encuen-
tran en los bulbos inmaduros (Barandiaran et al., 1999). 

Las condiciones físicas utilizadas de forma rutinaria en la micropropagación
del ajo incluyen: temperaturas alrededor de los 25ºC, fotoperíodos de 16/8 e
intensidades lumínicas cercanas a los 1500 lux (Bhojwani, 1980; Peña-Iglesias y
Ayuso, 1982; Moriconi et al., 1990; Barandiaran et al., 1999; Senula et al.,
2000).

La bulbificación de ajo in vitro ha sido estudiada por varios autores con el fin
de obtener una cantidad y calidad aceptable de microbulbos. Las estrategias
empleadas han sido el cambio de las condiciones físicas del cultivo (luz y tem-
peratura) (Mohamed-Yasseen et al., 1994; Nagakubo et al., 1993), el cambio en
la concentración y tipo de la fuente de carbono utilizada (Seabrook, 1993) y la
utilización de compuestos químicos específicos (Ravnikar et al., 1993).
Finalmente, nuestro grupo (Barandiaran et al., 1999) obtuvo mediante el cultivo
en un único medio durante un período de tiempo largo (más de 16 semanas) un
100% de bulbificación con unos diámetros que variaron entre 2.7 y 5 mm

FIGURA 6. Diferencias, según los genotipos, en el tamaño de los bulbillos formados in vitro.



dependiendo del genotipo (Figura 6).

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos de la evaluación del
proceso de liberación de virus de 57 entradas pertenecientes al Banco de
Germoplasma del C.I.F.A. de Córdoba.
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ENTRADA Nº AEDB TIPO

Rojo Rute E213085 Morado

Cardenal LIV V214162 Morado

In Vitro E213090 Morado

J. García E213123 Morado

Morado Pedroñeras E213002 Morado

Rojo La Carlota E213110 Morado

Rojo Infantas E213111 Morado

Marzo E213088 Morado

956/86 J E213029 Morado

Cabra Monturque E213138 Morado

Morado Cuenca E213072 Morado

Arica E551115 Morado

Bañolas I E213043 Morado

Ancud E252144 Morado

485/87 E213019 Morado

MATERIALES Y MÉTODOS

Material vegetal

Se utilizaron bulbos inmaduros procedentes de plantas correspondientes a 57
entradas proporcionadas por el Banco de Germoplasma de Ajo situado en el
Centro de Investigación y Formación Agraria (C.I.F.A.) de Córdoba. En la Tabla
1 se indica el nombre de las entradas empleadas junto con sus códigos corres-
pondientes a la “Allium European Database (AEDB)” y el nombre del grupo
general al que pertenecen.

TABLA 1. Entradas procedentes del Banco de Germoplasma (C.I.F.A.) de
Córdoba establecidas in vitro. Se indica el código correspondiente a la “Allium
European Database (AEDB)” de cada entrada y el tipo genérico al que pertenecen.
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ENTRADA Nº AEDB TIPO

J. Moncayo B. E213160 Morado

A. Álvarez E213152 Morado

106/87 E213005 Morado

A. Campo E213157 Morado

C. del Obispo E213001 Morado

117/86 E213033 Morado

Taiwán E432014 Chino

Indio E432082 Chino

Chino Blanco E432079 Chino

Chino Rojo E432044 Chino

T-530 V422012 Chino

Colorados E432329 Chino

Chino CIDACO E432095 Chino

Aja Fuente Palmera E715146 Aja

1054/86 E112023 Blanco

Blanco Vallelado E112054 Blanco

882/86 E112028 Blanco

Huelma 4 E112102 Blanco

Aja Rondeña E112081 Blanco

Huelma 3 E112101 Blanco

1035 E112035 Blanco

Blanco Valladolid E112052 Blanco

Basic I (M.J.) V123215 Blanco

Lorenzo E112137 Blanco

Saturnino E112073 Blanco

Zahorsky E222011 Blanco
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ENTRADA Nº AEDB TIPO

Huelma J E113112 Blanco

Marruecos E143047 Blanco

135 E112024 Blanco

Ahorcado E112130 Blanco

743/86 E112025 Blanco

Hinojosa E112134 Blanco

Arzua E113142 Blanco

R. Gil E112155 Blanco

Blanco Ronda E112051 Blanco

T-240 V321010 Blanco

Mallorquín E111300 Blanco

Printanor V324009 Rosa

Chinchón E315048 Rosa

Brasileño E551103 Brasileño

Centenario E551104 Brasileño

Chinés E551100 Brasileño
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Cultivo iinn  vviittrroo

Los bulbos inmaduros recogidos 2 meses antes de la fecha normal de su
cosecha, previamente lavados con agua jabonosa y sumergidos en etanol de
96º, se esterilizaron superficialmente mediante inmersión durante 20 minutos
en una solución de hipoclorito sódico (1% de cloro activo), enjuagándolos pos-
teriormente en agua bidestilada estéril (3 veces durante 5 minutos cada vez).

Por cada entrada se extrajeron en condiciones asépticas y con la ayuda de
un microscopio binocular 50 yemas axilares de 0.5 mm aproximadamente. Las
yemas axilares se cultivaron en tubos de 10 ml conteniendo 5 ml de medio de
cultivo descrito por Barandiaran y colaboradores (1999). Éste se preparó disol-
viendo las sales B5 (Gamborg et al., 1968), los reguladores de crecimiento ANA
y 2iP en concentraciones de 0.1 y 0.5 mg/l, respectivamente, y 30 g/l de saca-
rosa en un 90% del volumen final de agua bidestilada. Posteriormente, se ajus-
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tó el pH de los medios a 5.7 con una solución 1N de NaOH y se completó con
agua bidestilada hasta el volumen final. Finalmente, se añadió al medio de cul-
tivo 9 g/l de Bactoagar (DIFCO) y se esterilizó a 121ºC durante 20 minutos.

El material vegetal se cultivó en una cámara de cultivo a una temperatura
controlada de 25º ± 2ºC y un fotoperíodo de 16/8 horas con una intensidad
lumínica de 1500 lux suministrado por lámparas fluorescentes Sylvania Grolux. 

Seis semanas después del establecimiento in vitro de las yemas axilares, las
plántulas obtenidas se transfirieron a frascos Magenta de 175 ml (SIGMA) con-
teniendo 50 ml del mismo medio. En esta etapa se inició la multiplicación, enrai-
zamiento y bulbificación de las plantas.

Cultivo eexxttrraa  vviittrruumm

El programa de saneamiento de las distintas entradas se llevó a cabo de
manera continua desde 1996 a 1999. Las entradas se agruparon en 3 grupos
diferentes (I, II y III, respectivamente) de acuerdo con el año en el que se esta-
blecieron in vitro (1996, 1997 y 1998). Las entradas del grupo I fueron transfe-
ridas a macetas en marzo de 1997, mientras que las del grupo II y III fueron
transferidas en noviembre-diciembre de 1997 y 1998, respectivamente. 

Las plantas bulbificadas in vitro se sometieron a un tratamiento de frío (4-
8ºC) durante 20 días antes de su establecimiento en tierra. Posteriormente, las
plántulas se extrajeron del medio eliminándose los brotes y las raíces. Para pre-
venir infecciones posteriores, los bulbos se lavaron con abundante agua elimi-
nando los restos de agar. Seguidamente, se sembraron los bulbos en macetas
de 20 cm conteniendo una mezcla de turba, arena y limo (2:1:1) tratada con 8
gr/l de fungicida ((N-tiotriclorometil) 4 ciclohexeno 1,2 dicarboximida al 50%) e
insecticida (Etilclorpirifos al 0.15%). Este sustrato se fertilizó, además, con nitro-
sulfato amónico al 26%. Todo el material vegetal sembrado se mantuvo bajo
malla anti-áfidos que se localizó en Córdoba. Esta región se caracteriza por
poseer un clima continental con temperaturas muy altas en verano y relativa-
mente suaves en invierno. La media de lluvias caídas al año es de 600 mm.

El año 1997 fue especialmente lluvioso (1034 mm) mientras que los siguien-
tes años fueron mucho más secos: 410 mm en 1998 y 468 mm en 1999.  En
estos tres años la temperatura máxima media estuvo alrededor de 25ºC y la
temperatura mínima media alrededor de 11.5ºC. Sin embargo, la última tempo-
rada (98/99) presentó un invierno especialmente frío con unas temperaturas
mínimas medias en diciembre, enero y febrero de 1.4, 2.3 y 1.6ºC, respectiva-
mente.
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Los bulbos se cosecharon en mayo o junio, dependiendo de las distintas
entradas, y se almacenaron individualmente en bolsas de malla marcadas con-
venientemente. Todo el material cosechado se mantuvo con estrictas condicio-
nes fitosanitarias y, además, se trató cada diez días con azufre, actuando éste
como insecticida y fungicida. 

Con el objetivo de evaluar la eficacia de la transferencia a tierra de las plán-
tulas, se midieron las tasas de multiplicación (bulbos cosechados por bulbo plan-
tado) y los pesos de las cabezas o bulbos cosechados.

Análisis de virus

Los bulbos se cultivaron en macetas durante 2 ciclos hasta que las plantas
se desarrollaron suficientemente para obtener material y para alcanzar una con-
centración de virus detectable y poder así realizar los análisis de posible pre-
sencia (Ghosh et al., 1997) por las técnicas utilizadas.

Los análisis de las plantas aclimatadas se realizaron mediante las tres varian-
tes de la técnica ELISA, DAS-ELISA (Clark et al., 1977), TAS-ELISA (Vetten et al.,
1992) y PTA/ACP-ELISA (Vetten et al., 1992). Para ello, se utilizaron anticuerpos
policlonales y monoclonales generados frente a aislados de los distintos virus,
que fueron desarrollados por el Instituto de Bioquímica y Virología Vegetal (BBA,
Braunschweig) (Barg et al., 1994; Barg, 1996) y nos fueron cedidos gentilmen-
te por los Dres. Lesemann y Vetten pertenecientes al mismo instituto (Tabla 2).
Se analizó la presencia en las plantas de Onion Yellow Dwarf Virus (OYDV), Leek
Yellow Stripe Virus (LYSV), virus inespecíficos del género Potyvirus, Garlic
Common Latent Virus (GCLV), Shallot Latent Virus (SLV) y un complejo de diver-
sos Allexivirus.

El material vegetal utilizado fue la tercera hoja de plantas aclimatadas y cre-
cidas durante dos ciclos en maceta. Las muestras se homogeneizaron y diluye-
ron en tampón fosfato adicionado con 0.05% de Tween 20 y 2% de PVP 40 con
una relación 1:20 (0.1 g de hoja fresca en 2 ml de tampón) en DAS- y TAS-ELISA
y en tampón carbonato pH 9.6 con una relación 1:100 (0.002 g de hoja fresca
en 2 ml) en PTA/ACP-ELISA. Como controles positivos y negativos se usaron por-
ciones de hojas procedentes de plantas indicadoras infectadas o no con cada
virus de ajo, que fueron suministradas gentilmente por los Dres. Lesemann y
Vetten (BBA). Por cada clon de plantas se realizaron tres análisis, a los 3, 6 y 7
meses después de la siembra de los bulbos.
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En los casos en los que las plantas analizadas dieron resultados negativos o
dudosos para la presencia de virus mediante ELISA, las muestras se observaron
al microscopio electrónico (Philips CM-10) mediante la técnica de ISEM
(“InmunoSorbent Electrón Microscopy”). Este método consiste en capturar con
anticuerpos los virus que estén presentes en la muestra, de forma que se
aumenta la probabilidad de observar en el microscopio alguna partícula viral si
la carga viral de la muestra es baja.

La preparación de las muestras se llevó a cabo en rejillas de niquel (con
tamaño de cuadrícula de 300 µm), las cuales se incubaron, en primer lugar, en
tampón fosfato durante 5 minutos en una solución 1:1000 de un anticuerpo poli-
clonal (Pab-D) producido en el Departamento de Microbiología de la UCO frente
a una mezcla viral obtenida de una mezcla de hojas virosadas de varios cultiva-
res que reconocen a virus pertenecientes a los grupos Potyvirus, Carlavirus y
Allexivirus. Transcurrido este tiempo las rejillas se lavaron con tampón fosfato,
se secaron y se incubaron en un extracto de hoja durante 12 horas en atmós-
fera húmeda y a temperatura ambiente. Este extracto se obtuvo homogenei-

Tipo Anticuerpo Nombre Virus Reconocido Tipo ELISA

LYSV 1083 LYSV DAS-

GVD-Walkey, GV-D DAS-
1301

Allexivirus 477 MbFv DAS-

Policlonal GCLV 892 GCLV DAS-

OYDV 935 OYDV TAS-

SLV 991 SLV TAS-

SLV 944 SLV TAS-

2G3 SLV TAS-

5B5 SLV TAS-

Monoclonal 6A9 SLV TAS-

5G1 OYDV TAS-

3H8 Potyvirus PTA-

TABLA 2. Virus que reconocen los sueros utilizados en el análisis mediante
las distintas variantes de ELISA de las plantas saneadas por cultivo in vitro.



zando 0.1 g de hoja con 2 ml de una solución de tampón fosfato conteniendo
2% de PVP 40 y 0.2% de sulfito sódico. Finalmente, las rejillas se lavaron con
agua desionizada y se tiñeron con 10 gotas de acetato de uranilo al 1%. Todos
los reactivos empleados se filtraron con membranas de 0.22 µm.

En resumen, el esquema seguido para completar el proceso de liberación de
virus de las plantas de ajo de las distintas entradas se muestra en la Figura 7. 
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FIGURA 7. Esquema del procedimiento seguido para la obtención de plantas de ajo libres de
virus.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Micropropagación y aclimatación de plantas libres de virus.
Diagnóstico viral

A lo largo de 4 años, se han establecido in vitro 57 entradas pertenecientes
al Banco de Germoplasma de Ajo del C.I.F.A. de Córdoba con un porcentaje de
supervivencia de las yemas axilares de prácticamente el 100%. Por cada entra-
da se transfirieron a maceta 40 bulbos in vitro, que se cultivaron extra vitrum
durante 2 ó 3 ciclos (según el año en el que cada entrada fue establecida in
vitro). Los bulbos cosechados en cada temporada se evaluaron con relación a la
tasa de multiplicación y al peso seco, excepto para algunos bulbos sembrados
en marzo de 1997 en los que no se midió esta última variable.

En la transferencia a macetas, la tasa de supervivencia media (TSM) de los
grupos de entradas I, II y III (Tabla 3) fue 8.7%, 12.6% y 17%, respectiva-
mente. Por otro lado, el número de pérdidas de entradas en el proceso de acli-
matación varió en los diferentes grupos. Mientras que en el grupo II todas las
entradas produjeron alguna planta, los grupos I y III perdieron un 28% y 11.1%
de las entradas. Sin embargo, en el segundo ciclo de cultivo del grupo I se per-
dieron un elevado número de entradas (66.7%). Dentro de cada grupo, cuando
se compararon las tasas de supervivencia de las entradas, se observaron gran-
des diferencias. Algunas entradas se perdieron completamente mientras que
otras presentaron una tasa de supervivencia del 35% (grupos I y III). En parti-
cular, algunas entradas como Blanco del Cerro (grupo II) presentaron una tasa
de supervivencia especialmente alta (75%). Las diferencias mostradas entre los
grupos se podrían explicar en función de las variaciones climáticas encontradas
entre las diferentes temporadas (ver materiales y métodos), aunque las dife-
rencias entre entradas pertenecientes a un mismo grupo parecen debidas a las
diferencias genéticas que presentan para la habilidad de sobrevivir al proceso de
aclimatación.

La producción de los diferentes grupos de entradas en el primer año de cul-
tivo extra vitrum resultó distinta dependiendo de la temporada. En términos de
tasa de multiplicación de los bulbos sembrados, el mejor primer período fue la
temporada de diciembre de 1997 a junio de 1998. Ésta resultó ser la más seca,
presentando una menor incidencia de enfermedades fúngicas y permitiendo un
mayor control del riego. La tasa de multiplicación media de las entradas trans-
feridas a maceta en este período (grupo II) fue 4.9 dientes por diente sembra-
do. Además esta temporada se mostró muy favorable para la tasa de multipli-
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cación de las 6 entradas sembradas por segunda vez (13.8 dientes por diente
sembrado de media). Sin embargo, en las otras temporadas, la tasa de multi-
plicación media de las plantas transferidas a maceta no sobrepasó la unidad. La
entrada T-240 mostró la tasa más alta (10.1) cuando se consideró el primer
período y únicamente aquellas entradas que experimentaron multiplicación,
mientras que 1054/86 presentó la tasa más baja (1.9). Además, la entrada
T-240 mostró la tasa de multiplicación más alta (28.9) en el segundo período
de multiplicación en macetas seguida por Arzua (20) mientras que en Aja FP se
encontró el resultado más bajo (1.2). Los resultados obtenidos con la entrada
T-240 reflejaron que las diferencias genéticas entre las entradas tuvieron mayor
influencia sobre las tasas de multiplicación que las diferencias de las condicio-
nes climáticas.

De todas las entradas pertenecientes al grupo I, únicamente sobrevivieron 6
después de sembrarse el primer y segundo ciclo en macetas. Estas entradas fue-
ron las únicas en sembrarse un tercer ciclo. En esa temporada la tasa de multi-
plicación media de todas las entradas fue 10.5. Esta tasa sufrió una reducción
con respecto a la temporada anterior, excepto para las entradas Aja FP y R. Gil.
La entrada R. Gil mostró el mejor resultado de las que se cultivaron un tercer
ciclo (15.8) (Tabla 3). Esta reducción experimentada en las tasas de multiplica-
ción podría ser explicada teniendo en cuenta las temperaturas anormalmente
bajas recogidas en los tres primeros meses de esa temporada (ver materiales y
métodos).

Otra variable importante es el tamaño de los bulbos producidos en cada uno
de los ciclos de multiplicación, ya que puede determinar la calidad de las plan-
tas desarrolladas y el tiempo requerido para la obtención de dientes de tamaño
estándar.

La media de los pesos secos medios de los bulbos cosechados después del
primer ciclo en macetas resultó ser 6 g. Sin embargo, se encontraron diferen-
cias significativas cuando se consideraron separadamente las cosechas de los
grupos II y III. Los bulbos pertenecientes al grupo II obtuvieron una media de
los pesos secos medios de 11.3 g, mientras que la de los producidos por el grupo
III fue de 0.7 g. Las entradas que presentaron mejores resultados en ambas
temporadas pertenecieron al tipo chino: Chino Rojo, sembrado en 1997, produ-
jo bulbos con un peso seco medio de 16.8 g mientras que Chino Blanco, sem-
brado en 1998, los produjo con un peso seco medio de 2.3 g. Por otro lado, las
entradas que mostraron la producción más baja en cada temporada fueron
Bañolas I (3.7 g) y A. Alvarez (0.14 g). De nuevo, parece que las bajas tempe-
raturas registradas en los primeros tres meses de la temporadas 98/99 tuvieron
un efecto negativo sobre la productividad del ajo. 



Primeros resultados de un programa de liberación 
de virus del Banco de Germoplasma de Ajo de Córdoba

32

Por otra parte, cuando consideramos los bulbos sembrados en macetas por
segunda vez, la media de los pesos secos medios experimentó un incremento
significativo (15.8 g). En esta segunda cosecha, en algunas entradas únicamen-
te sobrevivió un bulbo. Este es el caso de Hinojosa que produjo el bulbo con
mayor peso seco, 43.4 g. Por el contrario, los bulbos pertenecientes a Arica mos-
traron el peso medio más bajo con 4.6 g (Tabla 3). Las entradas transferidas a
macetas en diciembre de 1997 (grupo II) presentaron una variación media en
el peso seco del 14.6% cuando se compara con la primera cosecha. Incluso,
algunas entradas como 1054/86 llegaron a mostrar un incremento en la media
de sus pesos secos del 157.9% mientras que otras como T-530 sufrieron una
reducción de la misma variable (Tabla 3).

Las entradas pertenecientes al grupo I fueron las únicas en sembrarse un tecer
ciclo de multiplicación en maceta. Los bulbos cosechados al final de este ciclo
mostraron una reducción en su media de pesos secos del 33%. Considerando
individualmente cada entrada, todas sufrieron una reducción excepto Aja FP. Esta
entrada prácticamente dobló el peso medio recogido en la temporada anterior.
Este tercer ciclo de multiplicación se llevó a cabo en el período 98/99 en el que
se registraron las temperaturas más bajas.

En la última temporada, los bulbos cosechados se pesaron inmediatamente
después de la cosecha (peso fresco) y, después del almacenamiento, 5 meses
más tarde (peso seco), y se observó que el peso medio sufrió una reducción del
14.4%. Se encontraron diferencias en el porcentaje de reducción de las distin-
tas entradas mientras que unas como 1054/86 redujeron su peso en un 1%
otros como Huelma 3 sufrieron una reducción del 30%.

Debido a que el objetivo era producir plantas libres de virus fue necesario lle-
var a cabo análisis de su presencia en las plantas transferidas a maceta. Para
ello, se empleó una batería amplia de anticuerpos que aseguró la detección de
la mayoría de los virus que infectan al ajo. El material utilizado para los análisis
fueron hojas de plantas suficientemente desarrolladas con el fin de evitar resul-
tados erróneos en la detección de virus en bajas concentraciones (Ghosh et al.,
1997).

Se analizaron un total de 135 clones para detectar la presencia de virus con
los anticuerpos descritos en el capítulo anterior. La inmensa mayoría de las
entradas presentaron al menos un clon totalmente libre de virus. De todos los
clones analizados resultaron libres de virus 88. Una vez analizados mediante la
técnica ELISA, éstos se volvieron a examinar mediante la técnica de ISEM con-
firmando la negatividad presentada mediante ELISA. De los 47 clones infecta-
dos el 95,7% lo estaban de Allexivirus; el 8,5% de LYSV; el 6,4% de GCLV; el
4,3% de SLV y el 2,1% de OYDV.
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43,4

27,8

26,3 ± 12,6

26,5

30 ± 14,7

7,7 ± 9

Perdido

Perdido

Perdido

Perdido

Perdido

Perdido

Perdido

Perdido

Perdido

Perdido

Perdido

Perdido

17

20

13.3±8.4

12

19.3±10.3

1.2±0.5

13,3 ± 4,5

16,7 ± 5,7

24,2 ± 7

7,9 ± 2,3

13,9 ± 3,6

11 ± 12,2

1º CICLO 2º CICLO 3º CICLO 
ENTRADA TIPO SIEMBRA SIEMBRA SIEMBRA

Multipl. Peso Multipl. Peso        Multipl. Peso
Rojo Rute

Cardenal LIV

In Vitro

J. García

Morado Pedroñeras

Blanco Vallelado

Printanor

Taiwan

Rojo La Carlota

Rojo Infantas

Marzo

956/86 J

Cabra Monturque

Huelma 4

882/86

Marruecos

135

Ahorcado

743/86

Hinojosa

Arzua

R. Gil

Morado Cuenca

Chinés

Aja Fuente Palmera

Morado

Morado

Morado

Morado

Morado

Blanco

Rosa

Chino

Morado

Morado

Morado

Morado

Morado

Blanco

Blanco

Blanco

Blanco

Blanco

Blanco

Blanco

Blanco

Blanco

Morado

Brasileño

Aja

10.4±3.1

15.3±4.5

15.8±3.4

8.4±2.8

8.4±2.9

4.5±4.5

Perdido

Perdido

Perdido

Perdido

Perdido

Perdido

Perdido

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

TABLA 3. Datos de multiplicación y peso de los bulbos transferidos a tierra
después de cosecharlos en cada ciclo de siembra.
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1º CICLO SIEMBRA      2º CICLO SIEMBRA

Multiplicac. Peso      Multiplicac. Peso

Blanco Ronda 

T-240

1054/86

Aja Rondeña

Huelma 3

Centenario 

Chino Rojo

Indio

T-530

Bañolas I 

J. Moncayo B.

Ancud

485/87

Arica

Blanco

Blanco

Blanco

Blanco

Blanco

Brasileño

Chino

Chino

Chino

Morado

Morado

Morado

Morado

Morado

10,1 ± 8,3

12,5 ± 6,7

3,8 ± 3,1

9,8 ± 7,9

10,4 ± 7,8

16,3 ± 2,7

16,8 ± 12,4

14,6 ± 10,3

16,2 ± 7,9

3,7 ± 0,8

14,1 ± 6,5

11,5 ± 7,6

12,7 ± 6,1

6 ± 2,5

5±2.1

28.9±8.4

6.3±4.2

9.9±4.3

7.4±4.8

12.5±1.3

10.9±4.6

9.7±5.8

5.6±2.6

6.7±3.6

7.1±3.9

10.2±2.1

9.3±1.8

4.2±3.3

16,2 ± 8,9

10,4 ± 3,4

9,8 ± 3,5

16,1 ± 9,9

12,8 ± 7,7

11,6 ± 8,3

16,1 ± 6

14,7 ± 8,2

9,3 ± 4,6

5,6 ± 3,1

13,2 ± 6

9,6 ± 3,6

10,9 ± 3,2

4,6 ± 3,1

3.8±2.9

10.1±7.7

1.9±1.8

4.1±2.7

4.6±3.5

2.7±2

4.9±3.9

4.7±4.5

5.3±4

3.8±1.7

3.8±2.4

7.7±3

8.8±2.5

2.4±1.4

G
R
U
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I 
(e

st
ab
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s 

in
 v
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o 
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 1

99
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1º CICLO SIEMBRA  

Multiplicac. Peso     

Brasileño

1035

Blanco Valladolid

Basic I (M.J.)

Lorenzo

Saturnino

Zahorsky

Huelma J 

Mallorquín

A.Alvarez

106/87

A.Campo

C. del Obispo

117/86

Chinchón

Colorados
Chino Blanco 

Chino CIDACO

Brasileño

Blanco

Blanco

Blanco

Blanco

Blanco

Blanco

Blanco

Blanco

Morado

Morado

Morado

Morado

Morado

Rosa

Chino

Chino

Chino

0,31 ± 0,23

0,56 ± 0,6

0,44 ± 0,46

0,32 ± 0,26

0,4 ± 0,34

1,3 ± 0,85

0,35 ± 0,4

0,14 ± 0,01

0,36 ± 0,3

0,5 ± 0,24

0,75 ± 0,75

0,43 ± 0,3

1,16 ± 0,4

0,76 ± 0,74

2,3 ± 1,5

1 ± 0,9

Perdido

Perdido

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1
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Posteriormente, 10 de estos cultivares libres de virus fueron sometidos a un
ensayo de campo para evaluar su comportamiento agronómico (Mansilla, 2000).
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