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Analisis citologico de una variante
genética somatica de ajo
(Allium sativum L.) tipo rosado

Ordofiez, A.; L E. Torres, M. G. Hidalgo y J. O. Mufioz

RESUMEN

Se analiz6 citoldgica y fenotipicamente el clon 118.15 de ajo, obtenido del tipo
comercial "rosado" mediante la aplicacion de técnicas de multiplicacion in vitro,
que en el transcurso de su desarrollo mostré caracteristicas morfoldgicas dife-
renciales con respecto a este tipo comercial. Se llevé a cabo el recuento cromo-
sémico y la observacion de irregularidades durante la mitosis; se construyeron
ademas los respectivos cariotipos, que fueron clasificados segun las categorias
de asimetria de Stebbins. Las variables fenotipicas analizadas fueron: altura de
planta (cm), diametro del pseudotallo (cm), ancho de la hoja (cm) y largo de la
tercera hoja (cm). A cosecha se determiné: peso promedio del bulbo (g), peso
promedio de los bulbillos (g) y nimero de bulbillos por bulbo. El analisis citologi-
co del clon 118.15 permitié detectar irregularidades cromosémicas sin definir un
cariotipo distinto. Sin embargo, las diferencias fenotipicas observadas para al-
gunos caracteres morfoldgicos indicarian la existencia de un nuevo clon.
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SUMMARY

In this study, the cytological and phenotypical characteristics of the 118.15 gar-
lic clone belonging to the "rosado" commercial type were analyzed. This clone
was obtained by techniques of multiplication in vitro and it showed morphologi-
cal differences with respect to the original commercial type. Chromosome coun-
tings were carried out and mitotic irregularities were observed. The karyotypes
belonging to the 118.15 clone and to the control clone were also described. For
the phenotypic analysis, the traits: plant height, pseudo-culm diameter, leaf width
and third leaf length were measured. At harvest, average bulb weight, average
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bulblet weight and number of bulblets per bulb were determined. From the
cytological analysis it was possible to detect the occurrence of mitotic
irregularities which did not define a different karyotype. However, differences ob-
served for some of the analyzed phenotypical characters may confirm the exis-
tence of a new clone.

Key words: Allium sativum, in vitro culture, chromosome irregularities, chromo-
some number, karyotype.
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INTRODUCCION

El ajo (Allium sativum L) es una de las especies
de alidceas més difundidas y utilizadas por el hom-
bre, tanto con fines culinarios como medicinales (Ko-
tlinska et al., 1990; Koch, 1993). Si bien en la actua-
lidad se ha identificado germoplasma fértil
lograndose hibridacion sexual en esta especie (Jen-
derek and Hannan, 2000), el mejoramiento genéti-
co tradicional en ajo se ha concentrado en los siste-
mas de produccion propagados vegetativamente
(Voss, 2000). En estas condiciones las Unicas fuen-
tes de variabilidad genética son las mutaciones so-
méticas y/o mas raramente el crossing-over soma-
tico; esto llevo al desarrollo de distintos métodos
biotecnoldgicos como el cultivo in vitro, con la fina-
lidad tanto de obtener y clasificar germoplasma co-
mo de propagar vegetativamente la especie (Conci
y Nome, 1991).

Las plantas regeneradas a partir del cultivo de
callos (organogénesis indirecta) se caracterizan por
presentar una considerable variabilidad en los ras-
gos morfolégicos y genéticos (Sunderland, 1977;
Novéak, 1990; D’Amato, 1995). A nivel citolégico y
genético, esta variacion somatica o variacion soma-
clonal se manifiesta con la ocurrencia de aberracio-
nes cromosémicas (poliploidias, aneuploidias), ac-
tivacion de elementos transponibles, cambios de
metilacion de bases y otras irregularidades en el
ADN (Peschke, 1992). También son comunes los
cambios fenotipicos, observandose variaciones en
altura, ancho y color de la hoja protectora, en la for-
macion del escapo floral, tamafio y forma del bulbo
y en el nimero de bulbillos (Burba y Blanco, 1986;
Novak, 1990). Existe, ademas, gran variabilidad en
cuanto a la madurez, dormancia y requerimientos
de frio (Burba y Blanco, 1986).

Mediante la aplicacion de técnicas de multiplica-
cién in vitro para la propagacion de ajo tipo comer-
cial "rosado" se indujo la formacion de callos, a par-
tir de los cuales se obtuvieron mericlones con
caracteristicas fenotipicas diferentes (cambios en el
ancho de las hojas, en el diametro del pseudotallo
y en el numero de bulbillos por bulbo). Luego de va-
rias multiplicaciones a campo se seleccion6 uno de
esos clones, designado como 118.15, que mostra-
ba caracteristicas altamente deseables desde el
punto de vista agronémico (Mufioz etal., 1995).

Con el fin de determinar si las diferencias obser-
vadas entre el clon 118.15 y el clon testigo obtenido
del tipo comercial "Rosado" se deben a diferencias
en la constitucién cromosémica de los materiales, se
plantearon como objetivos del presente trabajo ana-
lizar el cariotipo del clon 118.15 de ajo y comparar
sus caracteristicas fenotipicas con las del testigo.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 15 bulbos del clon 118.15 de ajo
(Allium sativum L), provenientes de las parcelas de
multiplicacion de minibulbillos libres de virus, obte-
nidos por el Laboratorio de Fitopatologia de la Fa-
cultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Nacional de Cérdoba, Argentina. A partir de cada
bulbo se tomaron 2 bulbillos para utilizarlos en los
andlisis citoldgicos y el resto fue empleado en el en-
sayo a campo. Como testigo se utilizé otro clon libre
de virus que durante su desarrollo no difiri6 fenoti-
picamente del tipo comercial "rosado".

Para los estudios citolégicos se hizo germinar en
cubetas con agua destilada a temperatura ambien-
te un total de 60 bulbillos (30 del clon 118.15y 30
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del clon testigo). Cuando las raicillas alcanzaron 1-
1,5 cm de longitud fueron removidas de los bulbillos
y pretratadas en frio (0 - 4°C) durante 24 horas. Una
vez finalizado el pretratamiento, los meristemas fue-
ron fijados en mezcla Farmer (alcohol etilico y acido
acético glacial, 3:1 v/v) a temperatura ambiente du-
rante 24 horas. El material fue hidrolizado en una so-
lucién de acido clorhidrico 1N, en bafio térmico a
60° durante un minuto y fue tefiido con orceina lac-
topropidnica (Dyer, 1963). Los preparados se hicie-
ron permanentes mediante la técnica de Bradley
(1948). Se observaron y fotografiaron 4 células por
individuo, utilizando un fotomicroscopio Zeiss y pe-
licula Kodak T-max.

Se llev6 a cabo el recuento cromosomico y la ob-
servacion de irregularidades durante la mitosis. Se
midieron ademas las siguientes caracteristicas cro-
mosdmicas: longitud del brazo corto (s), longitud del
brazo largo (1), longitud total de brazos (c) e indice
braquial (r=I/s). Los cromosomas fueron clasifica-
dos en metacéntricos (m), submetaceéntricos (sm),
subtelocéntricos (st) y telocéntricos (t), segun la cla-
sificacion propuesta por Levan et al. (1964), y los sa-
télites fueron designados de acuerdo a la nhomen-
clatura de Battaglia (1955). Los idiogramas se
construyeron ordenando los cromosomas en grupos
de acuerdo a su indice braquial, y dentro de cada
grupo en forma decreciente por su tamafio. La asi-
metria del cariotipo se calculd segun los indices de
Romero y Zarco (1986) y se lo clasificé segun las ca-
tegorias de asimetria de Stebbins (1971). Los resul-
tados obtenidos fueron sometidos al andlisis de la
varianza.

Para los estudios fenotipicos se sembraron un to-
tal de 90 bulbillos por clon segun un disefio en blo-
gues completamente aleatorizado con tres repeti-
ciones, distribuidos a una distancia de 0,70 m entre
surcos y 0,125 m dentro de cada surco. La siembra
se llevo a cabo en una zona alejada de los cultivos
comerciales con el fin de mantenerlos libres de vi-
rus. Las variables medidas fueron: altura de planta
(cm), didmetro del pseudotallo (cm), ancho de la ho-
ja media (cm) y largo de la tercera hoja (cm). A co-
secha se determin6 peso promedio del bulbo (g),
peso promedio de los bulbillos (g) y numero de bul-
billos por bulbo.

Los resultados fueron sometidos a un analisis
multivariado (ANAVA) para establecer diferencias
entre los clones. Se estimé ademas la correlaciéon
fenotipica entre las variables analizadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tanto en el clon 118.15 como en el testigo se ob-
servé el mismo nimero de cromosomas somaticos
2n=16 (Figura 1). Estos resultados coinciden con la
mayoria de los estudios carioldgicos realizados en
ajo (Allium sativum L.), en los que se cita 2n=16 co-
mo numero cromosémico de la especie (Battaglia,
1963; Vermay Mittal, 1978; Koul etal., 1979).

En algunos individuos del clon 118.15 se obser-
varon células poliploides con 2n=28, 30 y 32 (Figu-
ra 2a), células con un ndmero cromosémico aneu-
ploide 2n=6 y 10 y células con un numero
cromosomico haploide 2n=8 (Figura 2b), éstas Ulti-
mas presentes en menor proporcién. La presencia
de células con diferente grado de ploidia puede ex-
plicarse mediante la ocurrencia de endomitosis, fu-
sion nuclear o la combinaciéon de ambos procesos
(Partanen, 1965); mientras que la reduccion somé-
tica completa que dio origen a células haploides se
explicaria mediante el apareamiento de homdlogos
en las células sométicas (Novéak, 1974).

Con respecto a las irregularidades mitéticas, am-
bos clones mostraron en la mayoria de sus células
una disyunciéon cromosémica normal. Sin embargo,
se observaron ocasionalmente células en anafase y
telofase que presentaban cromosomas retrasados
y puentes cromosomicos (Figura 3a-b), aberracio-
nes que fueron mas frecuentes en el clon 118.15. Se
observaron ademas células binucleadas y una pe-
quefia proporcion de disturbios en el huso mitético.
La ocurrencia de puentes cromosOmicos y cromo-
somas rezagados esta directamente relacionada
con la formacién de micronucleos (Figura 3c) y la
aparicion de aneuploidias debido a la pérdida o ga-
nancia de cromosomas (Novak, 1974; Sunderland,
1977; Novak, 1981; D' Amato, 1990).

Los estudios citoldgicos del clon 118.15 revelan
un comportamiento inestable de éste con respecto
al testigo. La estabilidad en cuanto al nimero cro-
mosémico depende de la correcta disyuncion de los
cromosomas durante la anafase (Luykx, 1970; Pa-
pes etal., 1983).

Por otra parte, ambos clones estdn compuestos
por 8 pares cromosOmicos que conforman un cario-
tipo simétrico, categoria 1A segun la clasificacién
de Stebbins (1971) (Figura 4). El par 1 (que presen-
ta la mayor longitud) y el par 5 (que presenta la me-
nor longitud) fueron facilmente identificados. Los pa-
res 2, 3y 4 fueron reconocidos una vez realizadas
las mediciones, ya que dada la similitud en el largo
de los tres pares, el reconocimiento de homdlogos
resultd dificil. Los tres pares restantes se identifica-
ron claramente ya que los pares 6 y 8 presentaban
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Figura 1 - Metafase normal (2n=16) del clon 118.15 de ajo. Las
flechas Indican los satélites. La barra indica 10p.

Figura 2 - Placas metafasicas del clon 118.15 de ajo con dis-
tinto grado de ploidia: a) Metafase en una célula poliploide, b)
Metafase en una célula haploide. La barra indica 10p.

Figura 3 - Aberraciones cromosémicas en el clon
118.15 de ajo: a) Anafase poliploide con cromo-
somas rezagados, b) puente cromosoémico, c)
célula con microndcleo. La barra indicalOp.
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Figura 4 - Idiograma perteneciente al clon 118.15 de ajo. La barra indica indical10p.

satélites y el par 7 era el de longitud menor (aproxi-
madamente la mitad del cromosoma 1). De los dos
pares satelizados, el cromosoma 8 fue el de mayor
tamafio y el mas asimétrico. Su satélite, que junto
con un pequefio segmento intercalar conformaba el
brazo corto, se encontré en el 25 % de las células
analizadas separado del resto del cromosoma;
mientras que el par 6 presentd un satélite més gran-
de que se encontré separado del resto del cromo-
soma en el 70 % de los casos. Cabe destacar que
el satélite era claramente visible sélo en uno de los
miembros de cada par satelizado.

El andlisis de la varianza revel6 diferencias signi-
ficativas (P < 0,05) en cuanto a la longitud de cada
par cromosémico, mientras que no se observaron
diferencias para los indices braquial y de asimetria
A1y Az (Tabla 1). Dentro del grupo de cromosomas
metacéntricos largos, el par 1 fue el mas heteromoér-
fico; en cuanto a los cromosomas pequefios, los pa-
res satelizados fueron los més desiguales, mientras
que el par menos heteromdrfico fue el 4.

Tabla 1 - Comparacion entre las caracteristicas citologi-
cas de los clones 118.15 y testigo de ajo (Alium sativum L).

Variables Clon
118.15 Testigo
2n 16 16
Férmula cromosdmica 7m+1sm 7m+1sm
Satélites pares6y 8 Pares 6y 8
LTC () 106,03 a 121,64 b
c 13,25 15,20
r 1,38a 1,35a
A1 0,255a 0,249a
Az 0,180 a 0,207 a

letras distintas indican diferencias significativas (P< 0,05)

m: metacéntrico; sm: submetacéntrico; LTC: Longitud total
cromosomica del complemento haploide; c: longitud total
de brazos; r: indice braquial; Ay Az: indices de asimetria
de Stebbins

Al comparar el cariotipo del clon 118.15 con el
testigo no se observaron marcadas diferencias en
la estructura del complemento. Si bien se encontra-
ron diferencias en la longitud cromosémica total, ta-
les diferencias pueden atribuirse tanto a variaciones
durante la experimentacién como al tipo y concen-
tracion de sustancias de reserva presente en los bul-
billos, que afectan el tamafio y el volumen de los cro-
mosomas (Bennett y Rees, 1969).

El andlisis estadistico de los caracteres fenotipi-
cos demostrd la existencia de diferencias significa-
tivas entre los clones (Tabla 2). El clon 118.15 resul-
t6 significativamente mas alto, con mayor didmetro
del pseudotallo y mayor peso medio del bulbillo,
mientras que el numero de bulbillos por bulbo fue
menor. No se observaron diferencias significativas
en el largo y el ancho de la tercera hoja.

El andlisis de correlacién fenotipica (Tabla 3)
mostré que el largo de la tercera hoja esta positiva
y significativamente asociado con su ancho y la al-
tura de la planta. También se observé una asocia-
cién positiva entre didmetro del pseudotallo y altura
de planta, diametro del pseudotallo y peso del bul-

Tabla 2 _ Valores medios de los caracteres fenotipicos
de los clones 118.15 y testigo de ajo (Allium sativum L.).

Variables Clon
testigo 118.15

Largo 3* hoja (cm) 50,20 a 50,36 a
Ancho de la hoja (cm) 2,75a 304a
Didmetro del pseudotallo (cm) 16la 2,05 b*
altura de planta (cm) 63,81a 67,81b
peso promedio del bulbo (g) 89,34 a 95,87 b

peso medio del bulbillo (g) 3,00 a 510b
N° de bulbillos por bulbo™ 26,02b 14,28 a

letras distintas en la fila indican diferencias significativas
(P<0,05)
*diferencias significativas (P< 0,01)
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Tabla 3 Correlacion fenotipica entre los rasgos morfoldgicos de importancia agronémica del clon 118.15 de ajo, con-

siderados en este estudio.

Rasgos Anchodela Diametro del Altura de Peso del Peso medio N° bulbillos
morfolégicos hoja pseudotallo planta bulbo del bulbillo bulbo-1
Largo tercera hoja 0,31* 0,05 0,30* -0,03 -0,08 0,08
Ancho de la hoja 0,47* 0,03 0,24* -0,18 0,35*
Diametro del 0,25* 0,58* 0,04 0,25*
pseudotallo
Altura de 021 0,19 0,06
planta
Peso del 0,38* 0,16
bulbo
Peso medio -0,75*
del bulbillo
Ne bulbillos bulbo™

* diferencias significativas a un nivel de probabilidad de 0,05

bo, diametro del pseudotallo y nimero de bulbillos
por bulbo; mientras que la correlacioén entre el na-
mero de bulbillos por bulbo, y entre peso del bulbo
y peso medio de los bulbillos resulté significativa-
mente negativa.

Las diferencias observadas en cuanto al diame-
tro del pseudotallo, mayor en el clon 118.15, podrian
estar relacionadas con la existencia de bulbillos la-
terales, mas numerosos y desarrollados que en el
testigo. Por otra parte, la disminucién en el nimero
de bulbillos determiné un incremento del peso me-
dio de éstos. Estos resultados coinciden con los de
ensayos previos en los que el clon 118.15 poseia
bulbos con "dientes" més grandes y en menor can-
tidad que el tipo comercial "rosado”, manteniendo
el peso del bulbo constante (Mufioz et al., 1995).

CONCLUSIONES

El andlisis citoldgico del clon 118.15 permitié de-
tectar irregularidades cromosdmicas aunque sin de-
finir un cariotipo distinto. Las diferencias fenotipicas
observadas, con respecto al clon testigo, para algu-
nos caracteres indicarian la existencia de un nuevo
clon, siendo sin dudas el menor nimero de bulbillos
por bulbo y el mayor peso medio de los bulbillos los
rasgos que mas lo distinguen del testigo.
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