CARACTERIZACION CARIOTIPICA DE 34 CLONES DE AJO (Allium sativum L.)!

Karyotypic characterization of 34 garlic (Allium sativum L.) clones

Tadayuki ToyaoZ2, Moisés Escaff G. 3, Carlos Mufioz §.3

SUMMARY

Karyotype of 34 garlic clones, kept at the Chilean Instituto de Investigaciones Agropecuarias gense
bank, was determined. After testing various cytological technigues, root tips were pre-treated
with 0.1% Colchicine for 3 hr, fixed in Ethanol: Acetic Acid (3:1) for over 2 hr, macerated in 0.2 N
HCI at 80 °C for 3 min, stained with 1% Acetocarmine and squashed for observation with a phace
contrast microscope at 1.000x.

All clones had 2n=16 chromosomes, with 24 of them having a basic karyotype in which
chromosomes 1, 2, 3, and 4 were long and metacentric; chromosome 5, medium and metacentric;
chromosome 6 medium, subacrocentric, and with satellite; chromosome 7 medium, submetacentric,
and also with satellite; and chromosome 8, short and submetacentric. Karyotype of 10 clones
were different from the basic type in that in chromosome 7 some of these clones showed no
satellite; in chromosome 6, the short arm is smaller and the satellite was not present; chromosomes
5 and 8, were submetacentric; and in certain chromosomes pairs were not equal, No clear
relation was observed between chromosome structure and provenance, maorphology or growth

cycle of the different clones studied.
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INTRODUCCION

El ajo es una de las especies cultivadas mas
antiguas en la historia de la humanidad. Ha sido
utilizado por el hombre para su alimentacién, como
condimento y producto terapéutico, desde varios
cientos de afos antes de Cristo hasta nuestros dias.
La reproduccién de esta especie ha sido siempre
vegetativa, ya que por sus anormalidades en la
floracién, es una planta apomictica cbligada. A pesar
de ello, la especie presenta una gran variabilidad
fenotipica, principalmente en las caracteristicas de
los bulbos como el ndmero de dientes, la precocidad
de formacién de éstos, el color de sus envolturas,
etc.

Gran parte de la variabilidad observada podria ser
explicada por la influencia de factores ambientales,
a pesar gque algunos caracteres permanecen
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invariables aun cuando las plantas se cultiven en
ambientes muy diversos. Por lo tante, parte
importante de la variabilidad es genética y tendria
origen en la acumulacién de aberraciones cromo-
somales y de mutaciones a través del tiempo, e
incluso, én hibridaciones somaticas a nivel cro-
mosémico (Koul, Gohil y Langer, 1979).

Estas modificaciones cromosomicas se traducen en
una serie de cariotipos diversos, los que han sido
estudiados, entre otros, por Battaglia (1963),
Kenvicka y Levan (1972}, Verma y Mittal {1978) y
Etoh (1985).

En el presente trabajo se determinaron los cariotipos
de un grupo selecto de clones mantenidos en el
banco de germoplasma del Instituto de lnves-
tigaciones Agropecuarias (INIA) de Chile, el que
cuenta con mas de 80 clones de esta espacie (Escaff
y Cortés, 1981). Con ello se espera contribuir a su
caracterizacidn y al conocimiento de su genealogia.

Para estudiar el cariotipo de cada clon, primerc fue
necesario establecer técnicas que permitieran
observar l0s cromosomas con claridad, para [o cual
previamente se evaluaron diversos métodos
citolégicos.
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MATERIALES Y METODOS y el resto a material importado desde diversos paises

exiranjeros. Estos clones fueron elegidos de medo

Genotipos utilizados de tener un claro grado de diferenciacion fenoti-

pica. El nombre de los clones y alguna de sus

Se eligieron 34 clones de entre los existentes en el caracteristicas mds relevantes se sefialan en el
banco de germoplasma de ajos del INIA. De ellcs, Cuadro 1.

17 corresponden a materiales recolectados en Chile

CUADRO 1. Nombre, origen y caracteristicas de los clones utilizados para la caracterizacién
cariotipica del ajo

Table 1. Name, origen and characteristics of garlic clones used for their karyotypic characterization

Cromosoma N¢

Nombre del clon Origen 1 2 3 4 5 6 7 8

Morado Ariquefio Chile 207 8,8 2 66 8.9 9 5 0
Arica | Regibn Chile 207 10,4 2 57 14,6 1-8 4 0
Blanco Camifia Chile 190 10,6 2 60 14,6 1-2 2 0
Rosado Camifia Chile 207 8,0 3 65 14,2 1 3 g4
Llutefio Chile 179 8,8 3 64 12,1 5 0
Calle Chica Chile 221 8,8 3 53 21,5 1 5 0
Antotagasta Chile 207 8.8 2 58 16,5 1-2 1-2 0
Rio Grande Calama Chile 207 10,8 3 21 14,8 H 1 0
Blanco Andino Chite 221 8.8 2 52 18,7 1-2 3 0
Rosado Copiapino Chite 207 10,2 2 60 19,9 1 1 0
Rosado Platina Chile 207 8,2 2 65 14,4 1 3 86
Constitucién Chile 207 9,4 2 54 15,5 1-9 2-5 0
Niriville Chile 180 8,4 2 60 16,8 1 1-2 0
Talca Chile 214 10,6 2 56 19,1 1 5 0
Pircunche Chile 221 8,0 3 57 31,2 1 3 0
Chile Chico Chile 221 9.0 3 89 18,0 1 3-2 0
Quepe Chile 221 9,2 3 B2 22,5 1 3 o]
Ruso Coyhaigue Chile 221 9,4 3 53 34,5 1 5 0
Blanco Mendoza Argentina 207 9.6 2 57 17,1 1 1 0
Blanco Maipd Argentina 207 9.2 2 59 15,2 1-2 1-2 o
Rejo Maipa Argentina 214 9,2 2 €4 12,5 1 3 o
Rosado Marfil C. Bolivia 180 9.0 2 62 36,5 1 5 32
Uruguay GLB Lhuguay 207 7.8 2 62 18,2 1 3 97
Mexicano Blanco KB México 185 8,6 2 61 16,1 1 3 0
Mexicano Morado México 179 9,8 2 59 13,8 g 5 0
Rojo Americano E.U.A. 207 8,4 2 65 12,4 1 5 84
Rosado-INIA Espafia 214 9,4 2 61 11,9 1-9 3 69
Rosé de Lautrec Francia 221 8,8 3 45 16,2 1 3 0
Messidrome Francia 207 8,2 1 53 9.4 1 2 0
Egipto Egipto 179 7.6 3 55 ND,* 1 3-2 G
Egipto Basico Egipto 179 8.4 3 59 21,2 1-9 1-5 0
Fukuchi White Japén 207 9,2 3 55 6.6 1 2-5 18
Chino China 142 11,0 2 61 41 9 5 o]
Taiwan Bésico Taiwan 142 10,4 2 61 5,0 9 5 0

1: Ciclo vegetativo: ndmero de dias de siembra a cosecha,

2. Namerc de hojas promedio.

3 Color de las hojas: (1) verde claro, (2): verde, (3): verde oscurg.

4. Angulo de insercién de las hojas.

5: Namerg promedio de dienles por cabeza,

6: Color de las culiculas externas: (1): blanco, (2). amatilio ctaro, (9): morado.

7. Color de I1a hoja envolvente del diente {(1): blanco, (2): amarillo claro, (3): rosado, {4): rosado claro, (5): morado.
8: Porcentaje de plantias que florecen,

*No determinado.
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Técnica de preparaciéon de puntas de raiz para
estudios citoldgicos

El material vegetal utilizado fueron puntas de raiz
que se obtuvieron de bulbillos (dientes), cuyo tercio
inferior fue sumergido en agua destilada por 48
horas, hasta que hubc emergencia de raices nuevas.
Las preparaciones se realizaron dando un pre-trata-
miento, fijando las puntas de raiz, macerandolas y
tiféndolas de acuerdo a protocolos conocidos
(Sharma y Sharma, 1965). Para ello, se corté 1 cm
de las puntas de las raices, el que fue sometido a
pre-tratamientos con concentraciones de colchicina
de 0; 0,05; 0,25 y 0,5% por 1,5; 3,0 y 4,0 horas en
cada concentracién, y utilizando el clon Rosé de
Lautrec. La fijacién del material se realizé en una
mez¢la de etanol 90% y acido acético glacial, en
proporcién de 3:1, por, a lo menos, 2 horas. Para el
proceso de maceracién se evaluaron 4 concen-
traciones de Acido clorhidrico (HCI): 0,05; 0,10;
0,20 y 1,00 N, a 60 °C por 3 minutos, utilizando el
clon Rosado-INIA. La tincidn se realizé con aceto-
carmin al 1%.

Finalmente, las observaciones se hicieron con un
microscopio con contraste de fase y con un aumento
de 1.000x.

Determinacion de los cariotipos

Una vez conocidas las condiciones dptimas, tanto
para el pre-tratamiento como para la maceracién de
los tejidos, se procedié a generar los cariotipos de
cada uno de los clones bajo estudic. Se establecié
un idiegrama del cariotipo bésico, hasandose en la
informacidn disponible en ia literatura (Konvicka y
Levan, t972) y en las distintas observaciones
realizadas, considerando el carictipc mas frecuen-
temente observado. Luego se determinaron las
variaciones de cada genotipo en estudio con
respecto al carictipo basico, mediante |la observacién
de, a lo mencs 10 preparaciones por clon. Luego
de estudios comparativos, se agruparon los clones
de acuerdo a sus caracteristicas especificas. La
nomenclatura utitizada para la caracterizacién
cromosémica fue la utilizada por Konvicka y Levan
(1972).

RESULTADOS

Efecto de pre-tratamientos con diferentes
concentraciones de colchicina

De las conc¢entraciones de colchicina usadas, la de
0,25%, aplicada por 3 6 4 horas, fue la mas ade-
cuada, ya que hubo un adecuado nimero de células
metafasicas y la morfologia de los cromosomas
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pudo caracterizarse adecuadaments. Resultados
similares se lograron con concentraciones de 0,5%,
aplicadas por el mismo tiempo. Los demas trata-
mientos fueron inadecuados (Cuadro 2).

Efecto de diferentes concentraciones de HCI
sobre la maceracién de los tejidos

La mejor maceracién se logrd al tratar las raices
con HCI 0,2 N, conceantracién que resultd superior a
0,1 N. Tratamientos con concentraciones menores
no presentaron actividad suficiente como para
obtener una maceracién adecuada (Cuadro 2).

Estudio de los cariotipos

Las observaciones microscédpicas permitieron
confirmar que los 34 clones estudiados poseian un
2n = 18 cromosomas, observandose importantes
diferencias en el cariotipo de los diferentes clones.

Se identificé un grupo de 24 clones (Arica, Blanco
Camina, Rosado Camifia, Antofagasta, Rio Grande
Calama, Blanco Andino, Rosado Copiapine, Rosado
Platina, Constitucidn, Nirivillo, Talca, Chile Chico,
Ruso Coyhaique, Blanco Mendoza, Blanco Maipd,
Rejo Maipd, Rosado Marfil Criolle, Uruguay GLB,
Mexicano Blanco KB, Rosado-INIA, Messidrome,
Egipto, Egipto Basico y Fukuchi White) que poseen

CUADRO 2. Efecto de pre-tratamientos con
distintos tiempos y concentraciones de
colchicina y diferentes concentraciones

de HC! para la maceracién de puntas de raiz,
usados en preparaciones citolégicas
destinadas a la observacién de
cromosomas de ajo

TABLE 2. Effect of different colchicine pre-treatments
and HCl concentrations for maceration of root tips
used to prepare squashes for observation
of garllc chromosomes

Tlempo de tratamiento, horas

Concentracién

de colchicina (%) 1,5 3,0 4,0
0,00 0 ¢ 0
0,05 0 + +
0,25 0 +++ ++ 4+
0,50 0 ++ ++

Concentracién de HCI

0,05 N 0,01 N 0.2N 10N

Maceracion 0 4+ +++ 0

0 Malo; + Regular; + + Bueno; + + + Muy bueno.
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un carictipo basico. Una microfotografia del clon
Mexicano Blanco KB y Rosado-INIA ilustra este
cariotipo bésico (Figura 1), cuyo idiograma se
presenta en la Figura 2. En este carictipo basico,
los cromosomas N2 1, 2, 3 y 4 fueron largos y
matacéntricos. El cromosema N? 5, fue de longitud
media y también metacéntrico. Ei N® 8, de longitud
media y subacrocéntrico, con una constriccién
secundaria. El N® 7, de longitud también media,
sub-metacéntrico y con constriccién secundaria. Por
dltimo, el N2 8, fue corto y submetacéntrico. Por lo
tanto, el carictipo basico contiene 10 cromosonas
medios, 2 subterminales con constriccién secun-
daria, 2 submedios con constriccidén secundaria y 2
submedios.

FIGURA 1. Microfolografia de los clones Mexicano Blanco
(superlor) y Rosado-INIA (inferior), que representan el cariotipo
basico.

FIGURE 1. Microphotography of Mexicano Blance {upper) and
Rosado-INIA {lower) showing the basic kaviolype.

N
CACMOIOMAS | 2 3 4 5 &

@2n)=10m+ 25tCS+ 25mCS+ 2sm }

a

FIGURA 2. Idiograma del cariolipo basico de clones de ajo.

FIGURE 2. Basic Karyolype idiogram of garlic clones.

En el Cuadro 3, se presenta la longitud total y la
relacién entre la longitud del brazo corto y largo de
cada uno de los cromosomas. Se observa que ei
cromosoma mas corto (N2 8), tiene casi la mitad de
la longitud dei cromosoma mas largo (N2 1).
Ademds, el cromosoma N® 6, se caracteriza por
poseer uno de los brazos muy corto.

CUADRO 3. Largo relativo y relacién entre la
longitud del brazo largo y corto para cada uno
de los cromosomas dsi ajo

TABLE 3. Relative length and relation between the
length of the long and short arm in garile
chromosomes

Cromosoma N2  Largo relativa! Razén de brazo?

1 16,6 = 0,9 0,92 = 0,05
2 153 09 0,82 + 0,06
3 14,1 £ 0,7 0.88 = 0,07
4 130 £ 0,6 0,84 = 0,10
5 11,5 = 0,7 0,81 + 0,11
6 10,7 £ 0,7 0,22 + 0,04
7 10,8 + 0,7 0,53 £ 0,05
8 84 06 0,69 + 0,08

Tporcentaje del largo tolai de los cromosomas * desviacion
estandar.
21 ongitud del brazo corto/longitud del brazo largo desviacion
esiandar.

De los 34 clones analizados, 10 mostraron dife-
rencias con el cariotipo bésico, observandose que
estas diferencias se manifiestan, basicamente, en
los cromosomas N® 5, 6, 7 y 8 (Figura 3}, y
afectan la relacién entre ia longitud del brazo corto
y largo, la ubicacidn y presencia de la construccion
secundaria y la presencia de pares desiguales
(Cuadro 4). Es asi como los clones Rojo Americano,
Quepe, Taiwan Basico y Chino no presentan cons-
truccién secundaria en el cromosoma N2 7. Los clo-
nes Mexicano Morado y Morado Ariqueno no tienen
constriccion secundaria en uno de los cromosomas
del par de los cromosomas N°5 6 y 7. Los clones
Liutefo y Calle Chica no poseen constriccién
secundaria en uno de los cromosomas del par N2 B.
Igualmente, el clon Rose de Lautrec no forma pares
iguales an el cromosoma N® 8 (Cuadro 4).

DISCUSION

Todos los estudios cariologicos en ajo seilalan que
el nimero de cromosomas de la especie es 2n =
16 (Konvicka y Levan, 1972, Verma y Mital, 1978;
Etoh, 1985), pero que existe una variabilidad estruc-
tural en ellos que afecta a un numero significativo
de clones (Koul y otros, 1979; Tanasch, 1984).
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FIGURA 3. Idlograma de los ciones de ajo diferentes al cariotipo basico.

FIGURE 3. Garlic clones idiograms different o Ihe basic karyotype.

CUADRO 4. Diferencias observadas en las caracteristicas estructurales de los cromosomas
N2 5, 6, 7 v 8 de diferentes clones de ajos

TABLE 4. Structural differences observed in chromosomes N2 5, 6, 7, and 8 in different garlic clones

Cromosoma N2

Clones 5 6 7 8 Pares
Rojo Americano Sin CS* Iguales
Quepe Sin CS Iguales
Taiwan Bésico Sin C8 Iguales
Chino Sin C8 lguales
Mexicano Morado Sin CS{1) Sin C8(1)** Desiguales
Morado Ariquefio Sin CS(1) Sin CS(1) Desiguales
RB (1)
Llutefo Sin C5{1) Desiguales
RB (1)
Calle Chica RB*** Sin C8(1) Desiguales
Pircunche RB iguales
Rose de Lautrec RB(1) Desiguales

* Constriccién secundaria.
** El valor entre paréniesls indica en nimero de cromosomas del par,
*** RB: razén de brazo diferente al basico.
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Estas observaciones han side confirmadas en
nuestro estudio, sin embargo, no fue posible
establecer ninguna relacién entre esta variacion
cariotipica con el origen, la morfologia o la fenologia
de los clones estudiados. La diversidad fenctipica
de los clones utilizados en este estudio, incluyd
variaciones en el numero de hojas aéreas, el color
de éstas, el angulc de insercién en el falsc tallo, el
ndmero de dientes, el color de las cuticulas internas

y externas de los bulibos y en el habito de fioracién.
Ninguna de estas caracteristicas estuvo asociada
con alguna de las singularidades encontradas en la
estructura de los cromosomas en el grupoe de clones
estudiados. Esta observacién implica que gran pare
de la variabilidad presente en ajo no esta ligada
con las alteraciones estructurales de los cromo-
somas, como con frecuencia se postula (Koul, Gohit
y Langer, 1979; Sharma, Koul y Langer, 1588).

RESUMEN

Se determind el cariotipo de 34 clones de ajo, de
distintos origenes, presentes en el banco de
germoplasma del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias (INIA). Luego de evaluar diversas
técnicas se opto por pre-tratar puntas de raices de
1 em con colchicina al 0,1%, por 3 horas, para luego
fijartas en etanol: Acido acético (3:1), por 2 horas ©
mas. Luege se maceraron en HCI 0,2 N a 60 °C por
3 minutos, se tiferon con 1% acetocarmin, s mon-
taron y se observaron al microscopio con contraste
de fase a 1.000x. Los resultados mostraron que
todos los clones poseen 2n = 18 cromosomas. Del
total de clones, 24 tienen un cariotipo basico, donde
los cromosomas N2 1, 2, 3 y 4 fueron de longi-
tud grande, metacéntricos; el 5, de longitud media

y metacéntrico; el 6 de longitud media y
subacrocéntrico, con satélite; el 7 de longitud media
y submetacéntrico y con satélite y; el 8, corto y
submetacéntrico. En 10 clones |os cariotipos
difirieron del basico en que en el cromasoma 7 falta
el satélite; en el B, el brazo corto es mas largo que
en el basico y también falta el satélite; en el 5 y 8, el
centrémero es submetacéntrico; y, en algunos
¢asos, ciertos cromosomas no forman pares iguales.
No se encontré relacién entre el origen, la morfologia
o el ciclo de crecimiento y las alteraciones cromo-
sdmicas observadas.

Palabras claves: ajo, Allium sativum, cromoso-mas,
técnicas citoldgicas.
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