ESCASA DIVERSIDAD GENETICA ENTRE ACCESIONES DE AJO (Allium sativum L.)
DETECTADA MEDIANTE RAPDs'

Low genetic diversity between garlic (Allium sativum L.) accessions detected using RAPD

Mario Paredes C.'", Viviana Becerra V.}, Maria I. Gonzalez A.!

ABSTRACT

Garlic (Allium sativum L.) is a vegetative propagated species that shows a high morphological diversity.
Besides, its clones have a specific adaptation to different agroclimatic regions. The objective of this study
was to determine the genetic diversity of 65 garlic clones collected in Chile and introduced from different
countries, by using RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA). Forty random primers of 10 mers
generated a total of 398 bands with an 87% of polymorphism. Each primer amplified between two and 20
bands. The size of the fragments obtained fluctuated between 3.200 y 369 bp. The results showed that the
clones analyzed presented 94% of genetic similarity. In addition, 70% of them were clustered in one major
group. However, in spite that, several clones have different agronomic characteristics.
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RESUMEN

El ajo (Allium sativum L.) es una especie de propagacion vegetativa, que presenta una amplia variabilidad
morfoldgica. Los clones de esta especie tienen una adaptacion especifica a diferentes regiones
agroclimaticas. El objetivo de este estudio fue determinar la diversidad genética existente en 65 clones de
ajos colectados en Chile e introducidos desde diferentes paises, utilizando RAPD (ADN polimorfico
amplificado al azar). Para esta evaluacion se utilizaron 40 partidores al azar de 10-mers. Los partidores
generaron entre dos y 20 bandas, observandose un alto nimero de patrones con bandas multiples. Los
fragmentos generados difieren en su tamafio entre 3.200 y 369 pb. Los partidores generaron 398 bandas,
de las cuales un 87% fueron polimérficas. El analisis estadistico realizado detectd una similitud genética
alta, de un 94% entre las accesiones evaluadas, donde aproximadamente un 70% de los clones formaron
un grupo homogéneo. Sin embargo, este grupo incluye clones que presentan diferentes caracteristicas
agronémicas.
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INTRODUCCION

Botanicamente, el ajo pertenece al género Allium, familia Alliaceae, que incluye importantes hortalizas
como cebolla (Allium cepa), porro (A. ampeloprasum) y chalotas (A. ascalonicum). El ajo es una especie
diploide (2n = 2x = 16), apomictica obligada, por lo cual se reproduce vegetativamente (McCollum, 1987;
Figliuolo et al., 2001; Ipek et al., 2003; 2005). Su centro de origen primario se encuentra en Asia Central
(Kazakistan), y su centro secundario en la zona del Mediterraneo y el Caucaso (Etoh y Simon, 2002).

El valor del ajo como cultivo ha sido reconocido desde épocas muy antiguas, ya que se estima que se ha
cultivado por méas de 5000 afios. Durante todo este tiempo ha sido usado como alimento, condimento y
medicina por muchas civilizaciones en Asia y en la regién Mediterranea (Ipek et al., 2005). El contenido
de ADN del ajo es de 32.7 pg por nucleo 2C (Ranjekar et al., 1978), con una amplia variacion en el
kariotipo (Jones y Rees, 1968). El genoma del ajo presenta un bajo contenido de GC y una alta cantidad
de ADN repetitivo (Kirk et al., 1970). El primer mapa genético de baja densidad se obtuvo utilizando los
polimorfismos de longitud de fragmento amplificado (AFLPSs), y contiene 360 marcadores con un tamafio
de 1166 cM. Existe un segundo mapa con 321 marcadores y un tamaiio de 862 cM (Ipek et al., 2005).

Las diferentes especies de ajos se clasifican en cuatro grupos y un subgrupo: longicuspis, ophioscorodon,
sativum, subtropical y el subgrupo pekinense. De los cuales el grupo longicuspis es considerado el mas
antiguo y se postula que es el origen de los otros tres grupos. El grupo ophioscorodon se distribuye en la
zona Central de Asia, el grupo sativum en la zona mediterranea y el subtropical en el sur y sudeste de
Asia. Finalmente, el subgrupo pekinense proviene del este Asiatico (MaaR y Klaas, 1995).

A pesar de su infertilidad, el ajo posee una amplia variabilidad morfolégica y agronémica en
caracteristicas tales como color y tamafio del bulbo, altura de planta, floracién, nimero y tamafio de los
bulbillos, madurez de cosecha, resistencia al almacenaje, dormancia y adaptacién a condiciones
agroclimaticas (Pooler y Simon, 1993b; del Pozo et al., 1997; Lallemand et al., 1997; Lopez et al., 1997;
Matus et al., 1998; Figliuolo et al., 2001).

El anélisis de la variabilidad morfoldgica y fisiolégica ha permitido la subdivision de la especie A. sativum
en dos grupos horticolas: sativum (ajo comun o mediterraneo) y ophioscorodon (ajo asiatico) (Jones y
Mann, 1963; Hanelt, 1990). Posterior a esta clasificacién estos dos grupos se denominaron como
subespecies, las que a su vez se dividen en diversos grupos o variedades. La subespecie ophioscorodon
generalmente desarrolla tallos florales e incluye dos variedades: ‘Rocambole’ y ‘Continental’. La
subespecie sativum no desarrolla tallos florales o lo hace de forma incompleta, y tiene tres subgrupos:
‘Artichoke’, ‘Silverskin’ y ‘Asiatic’ (Etoh y Simon, 2002).

La caracterizacion del germoplasma de ajo ha estado basada principalmente en caracteristicas fenotipicas.
Sin embargo, las caracteristicas morfoldgicas pueden variar bajo condiciones agrocliméticas diferentes.
Esta situacion hace mas compleja la caracterizacion de los clones de ajos (Bradley et al., 1996; Al-Zahim
et al., 1997). Para eliminar algunas de estas limitaciones se han empezado a utilizar algunos marcadores
bioquimicos (Pooler y Simon, 1993a; Lallemand et al., 1997) y moleculares (Wilkie et al., 1993; Bark, y
Havey, 1995; MaaB y Klaas, 1995; D Ennequin et al., 1997; Dubouzet y Shinoda, 1999; Garcia
Lampasona et al., 2003; Volk et al., 2004; Rosales-Longo et al.,2007, Ovesna et al., 2007) en estudios de
diversidad genética en esta especie.

Actualmente, el Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA) mantiene una coleccion de ajos
naturalizados e introducidos al pais, provenientes de diversas zonas agroecolégicas. Este germoplasma ha
sido evaluado por caracteristicas agronémicas v fisiol6gicas (Del Pozo et al., 1997; Matus et al., 1998),
con el fin de seleccionar material adaptado a las diferentes zonas productoras.



El objetivo de este estudio fue caracterizar genéticamente, mediante RAPD (ADN polimdrfico
amplificado al azar), los clones de ajos mantenidos en el Banco de Germoplasma ex situ del INIA.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal
Se evaluaron 65 clones de ajo provenientes del Banco de Germoplasma del INIA, que se mantienen ex situ
en el Campo Experimental Santa Rosa, Chillan (36°36° S; 72°06" O). Esta coleccion de genotipos esta
formada por clones colectados en el pais y otros introducidos de diferentes regiones del mundo (Cuadro

1).

Cuadro 1. Accesiones de Allium sativum analizadas mediante ADN polimdrfico amplificado al azar

(RAPD).

Table 1. Allium sativum accesions analyzed by Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD).

N° accesion Clon Pais de Lugar o region  Latitud Longitud

origen de colecta

2 Taiwan Kakis EE.UU. Llay-Llay 32°50’ 70°56’
3 México Blanco Kakis A México Llay Llay 32°50’ 70°56’
4 Llutefio Chile Lluta 18°30° 70°20°
5 Meéxicano Criollo Kakis A México Llay-Llay 32°50’ 70°56’
6 Taiwan Basico México Llay-Llay 32°50° 70°56’
7 Nirivilo Chile Constitucion 35°19’ 72°25’
8 Talca Chile Constitucion 35°19’ 72°25’
9 Méxicano Criollo Kakis B EE.UU. Llay Llay 32°50’ 70°56’
10 Méxicano Blanco Basico EE.UU. Llay-Llay 32°50° 70°56’
11 Egipcio Bésico EE.UU. Llay Llay 32°50’ 70°56’
13 Constitucion Chile Constitucion 35°19’ 72°25’
14 Blanco Maipu Chile Llay Llay 32°50’ 70°56’
15 Blanco Mendoza Chile Llay Llay 32°50° 70°56’
16 Blanco Camifia Chile Camifia 19°18’ 69°25’
17 Rojo Maipu Argentina Maipo 33°43’ 70°47°
18 Rosado Nortino | R Chile Arica 18°29’ 70°17’
19 Rosado Camifia Chile Camifia 19°18’ 69°25’
20 Morado Ariquefio Chile Arica 18°29’ 70°17’
21 Rosé de Lautrec Francia Paine 33°49’ 70°45’
22 Morado Ruso Chile Temuco 38°43’ 72°34°
23 Rosado Copiapino Chile Copiap6 27°21° 70°20°
24 Messidrome Francia Paine 33°49’ 70°45’
25 Antofagasta Chile Calama 22°26’ 68°55’
26 Quepe Chile IX Regién 38°52’ 72°36°
27 Carrarrefii Chile IX Regidn - -
28 Los Boldos Chile IX Regidén 39°08’ 73°07’
29 Pircunche Chile IX Regién -- --
30 El Palqui Chile El Palqui -- --
31 Rosado Argentino Argentina Llay Llay 32°50° 70°56’
32 Blanco Argentino Ocoa Argentina Llay Llay 32°50’ 70°56’
33 CAR Chile Chillan 36°35’ 72°06’
34 Camifia Vallenar Chile Vallenar 28°34° 71°45°
35 Chile Chico Chile X Region 46°32’ 71°43’
36 Rosado Chileno Chile Llay Llay 32°50’ 70°56’
37 Imperial Chile IX Regidn 38°44° 72°57°
38 Chol Chol Chile IX Region 38°36’ 72°50°



39 Uruguay GLB Uruguay  Chillan 36°35 72°06°

40 Cato Chile Chillan 36°35’ 72°06°
42 Uruguay 1A-2 Uruguay Chillan 36°35’ 72°06’
43 Uruguay 1A-12 Uruguay Chillan 36°35’ 72°06’
44 Uruguay LB-13 Uruguay Chillan 36°35’ 72°06’
45 Rosado Chillan Chile Chillan 36°35’ 72°06’
46 Avrica Chile Avrica 18°29° 70°17
47 Rosado Criollo Iscayachi Bolivia Tarija 21°31’ 64°44°
48 Rosado Marfil Criollo Bolivia Tarija 21°31° 64°44°
49 Rosado INIA Espafia Tarija 21°31° 64°44’
50 Rosado Palquefio Bolivia Tarija 21°31’ 64°44’
51 Rosado Argentino Iscayachi Bolivia Tarija 21°31’ 64°44’
52 Chino China Llay-Llay 32°50° 70°56°
53 Rojo Peruano Chile Avrica 18°29’ 70°17’
54 Egipto Chile Llay-Llay 32°50° 70°56°
55 Centenario Brasil Brasilia -- --

56 Rio Grande Calama Chile Calama 22°26° 68°55’
57 Calle Chica Chile Calama 22°26’ 68°55’
58 Blanco Andino Chile Calama 22°26’ 68°55’
59 Ruso Coyhaique Chile Temuco 38°43’ 72°34
61 Fukuchi White Japon Japon - --

62 California Late EE.UU. EE.UU. -- --

63 Blanco El Natre Chile Araucania -- --

64 Blanco Imperial Chile Araucania 38°44° 72°57°
65 Blanco Nahuelbuta Chile Araucania -- --

66 Blanco Araucano Chile Araucania -- --

67 Huichahue Chile Araucania -- --

68 Blanco Cariete Chile Cariete 37°48’ 73°24’
69 Rondadero Chile Chillan 36°35’ 72°06°

IX Region: Regién de La Araucania; X Region: Region de los Lagos

Metodologia

Extraccion de ADN. EI ADN total se extrajo a partir de hojas sanas, previamente almacenadas a -85 °C.
Las muestras se maceraron en nitrégeno liquido y se incubaron a 65 °C por 1 h con el buffer de
extraccion SDS pH 9,5 (Tris 50 mM, NaCl 0,7 M, EDTA 10 mM, SDS 1%, B-mercaptoetanol 1% y
PVPP 5%) (Becerra-Velasquez y Gepts, 1994). Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 5.000 rpm
para la separacion de las fases. La fase acuosa se extrajo con cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) por dos
veces y se centrifugé a 5.000 rpm por 15 min. EI ADN se precipit6 con isopropanol y el pellet de ADN se
lavé en alcohol 76% y acetato de amonio (10 mM). Finalmente, el pellet se secO y resuspendié en TE
(Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). EI ADN se cuantificé en un fluorémetro DyNA Quant™ 200
(Hoeffer, San Francisco, USA) y las muestras se diluyeron a 5 ng pL™). Para verificar la calidad del ADN
se realizd una electroforesis en agarosa al 1%; usando A Hindlll como referencia del tamafio de
fragmentos.

Caracterizacion genética. La caracterizacion genética se realizO mediante RAPD, para lo cual se
utilizaron 40 partidores de RAPDs (10 mers) de las series OPA 01-20 y OPB 01-20 (Operon
Technologies, Alameda, California, USA). Las condiciones de amplificacion se optimizaron hasta obtener
una alta reproducibilidad y nitidez en el patron de bandas. EI volumen de reaccion fue de 25 uL, los cuales
contenian Tris-HCI 10 mM, pH 8,3, MgCl, 1,0 mM, KCI 50 mM, 0,4 uM de partidor, 1 unidad de Tag-
polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, California, USA), dNTPs 0,05 mM y 25 ng de ADN molde.



Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: tres ciclos iniciales de 95 °C por 1 min, 48 °C por
1 min, 72 °C por 2 min, continuando con 40 ciclos de 94 °C por 30 s, 48 °C por 40 s, 72 °C por 2 min, y un
periodo de extension de 72 °C por 10 min (Termociclador PTC-220, MJ Research, Watertown,
Massachussets, USA). El producto de la amplificacion se separd por electroforesis en geles de agarosa
(2%) en 1 X TAE (Tris acetate 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) a 100 V por 3,5 h, seguido por una tincion
con bromuro de etidio. Los geles se visualizaron y fotografiaron bajo luz ultra violeta para su evaluacion
(Transluminador MacroVue™, Hoefer, San Francisco, California). Todas las amplificaciones se realizaron
en duplicado para verificar la estabilidad de los resultados.

Analisis de los datos. Para la evaluacion de los resultados se registraron s6lo bandas nitidas y
reproducibles. Cada banda se consider6 como un caracter independiente y se contabilizé en forma
cualitativa por su presencia (1) o ausencia (0), generando una matriz binaria. La similitud genética entre
pares de genotipos se estimd usando el coeficiente de similitud de Jaccard con la opcion SIMQUAL. La
matriz de similitud se calcul6 mediante el método de agrupamiento sequencial, aglomerativo y jerarquico
(Sequential, agglomerative, hierarchical and nested clustering) (SAHN) (Sneath y Sokal, 1973). El
dendrograma se generd por el método jerarquico y el algoritmo de agrupamiento UPGMA. Se uso la
opcion COPH para generar una matriz de valores cofenéticos. Esta matriz se uso en la opcion MXCOMP
para calcular la correlacion entre la matriz de correlacion cofenética y la matriz de agrupamiento original
(SIMQUAL). Este andlisis mide si los datos originales estan representados en el analisis de agrupamiento
con 1000 permutaciones, lo cual genera un valor de correlacion cofenético (r). Se considera que un valor
de correlacion de r = 0,9 tiene un buen ajuste (Mantel, 1967). Estos analisis se realizaron mediante el
programa NTSYSpc 2.1 program (Rohlf, 2000).

RESULTADOS Y DISCUSION

La planta de ajo se ha propagado vegetativamente por muchos siglos, por lo tanto la presencia de clones
estrechamente relacionados genéticamente y la presencia de duplicaciones en los Bancos de
Germoplasma, son dos hechos posibles de constatar. En este sentido, un marcador como RAPD que no
requiere informacién previa de partidores o de secuencias de ADN de la especie, podria ser de gran
utilidad para evaluar la diversidad genética de los clones de ajos de un Banco de Germoplasma (Maap y
Klaas, 1995; Al-Zahim et al., 1997; Etoh et al., 2001; Ipek et al., 2003).

En este estudio, el anlisis de los 40 partidores de RAPDs generd un total de 398 bandas, de las cuales
87% detectaron polimorfismo. El nimero total de bandas por partidor fluctud entre 2 (OPA-4) y 20 (OPA-
19), con un tamafio entre 3.200 y 369 pares de bases (pb), de acuerdo al ADN estandar (Figura 1).
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Figura 1. Patrones de ADNs polimorficos amplificados al azar (RAPDs) generados por el partidor
OPA-11 en 65 clones de Allium sativum, marcador estandar () de 123 pares de bases (pb).

Figure 2. Banding pattern of 65 Allium sativum clones generated with OPA-11 Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) primer and ladder () of 123 bp.

Debido al alto nimero de bandas que detectaron polimorfismo (346) en este analisis, se puede decir que
los RAPDs dieron una buena aproximacion de la relacion genética existente entre los clones evaluados. En
este aspecto se asume que los fragmentos de ADN amplificados (amplicones) que co-migran en las
diferentes accesiones son similares en su secuencia. Wilkie et al. (1993) aislaron y analizaron varias
bandas de RAPDs comunes de ajos y analizaron su homologia a través de un proceso de hibridacion de
ADN bajo dos tipos de astringencia, baja y media-alta. Los resultados obtenidos indicaron que todas las
bandas comunes de RAPDs aisladas, de similar intensidad, poseian una alta homologia. Sin embargo,
algunas de estas bandas comunes presentaron en el gel sefiales de hibridacién con diferente fuerza, lo que
indicaria la existencia de algunas diferencias en la homologia de las secuencias. Por tal razén, para el



analisis genético del producto de las amplificaciones, sélo se evaluaron bandas de similar intensidad,
consistentes y claras. Un estudio similar realizado en Brassica y Helianthus indic6 que los posibles errores
de homologia de los amplicones de RAPds era el azar y que tenian un efecto muy pequefio en la similitud
promedio de los genotipos analizados (Adams y Reiseberg, 1998). Otro estudio realizado con amplicones
de AFLP en ajos, indicd que un 95,4% de los fragmentos eran idénticos o bien que poseian una alta
homologia a nivel de secuencia de ADN (Ipek et al., 2006).

El andlisis de agrupamiento basado en los datos de RAPDs indicé que existe una escasa diversidad
geneética entre los clones analizados (Figura 2), aunque se detectdé un alto nimero de bandas que
detectaron polimorfismo. Esta situacion se puede deber a que la mayoria de estas bandas polimoérficas se
presentaron en una baja frecuencia en los genotipos evaluados. Los coeficientes de similitud de los
genotipos analizados permitieron generar un dendrograma con dos grupos. El primero de ellos incluyé un
total de 44 clones (68%). Este grupo es homogéneo, con una similitud genética de 100% para los
partidores de RAPD analizados. Dentro de este grupo se encuentran clones de origen diverso, colectados
tanto en el pais como en el extranjero.



Coeficiente de Jaccard

0,92 0,94 0,96 0,98 1,00
| | | | |
2 Taiwan Kakis EEUU
5 Mexicano criollo Meéxico
6 Taiwan Bésico Mexico
7 Nirivilo Chile
9 Meéxicano Criollo KakisB  EEUU
64 Blanco Imperial Chile
62 California Late EEUU
61 Fukuchi White Japén
63 Blanco El Natre Chile
10 Meéxicano Blanco Basico EEUU
55 Centenario Brasil
54 Egipto Chile
53 Rojo Peruano Chile
52 Chino China
51 Rosaado Argentino Iscayachi Bolivia
50 Rosado Palquefio Bolivia
49 Rosado INIA Espaia
48 Rosado Marfil Criollo Bolivia
47 Rosado Criollo Iscayachi Bolivia
46 Arica Chile
45 Rosado Chillan Chile
44 Uruguay LB-13 Uruguay
43 Uruguay 1A-12 Uruguay
57 Calle Chica Chile
40 cato Chile
59 Ruso Coyhaique Chile
38 Chol Chol Chile
11 Egipcio Basico EEUU
36 Rosado Chileno Chile
14 Blanco Maipi Chile
15 Blanco Mendoza Chile
33 CAR Chile
32 Blanco Argentino Ocoa Argentina
B 16 Blanco Camifia Chile
30 El Palqui Chile
29 Pircunche Chile
28 Los Boldos Chile
27 Carrarrefi Chile
26 Quepe Chile
25 Antofagasta Chile
17 Rojo Maipi Argentina
18 Rosado Nortino IR Chile
22 Morado Ruso Chile
19 Rosado Camifia Chile
L 13 Constitucion Chile
L 68 Blanco Caiete Chile
31 Rosado Argentino Argentino
23 Rosado Copiapino Chile
39 Uruguay GLB Uruguay
42 Uruguay 1A-2 Uruguay
8 Talca Chile
67 Huichahue Chile
24 Francia
56 Rio Grande Calama Chile
58 Blanco Andino Chile
66 Blanco Araucano Chile
_ 65 Blanco Nahuelbuta Chile
69 Rondadero Chile
37 Imperial Chile
34 Camina Vallenar Chile
35 Chile Chico Chile
T 3 Mexico Blanco Kakis A Mexico
| | 4 Lluteno Chile
| 21 Rosé de Lautrec Francia
20 Morado Ariquefio Chile

Figura 2. Dendrograma generado por el analisis de ADN polimoérfico amplificado al azar (RAPD) en
65 clones de Allium sativum colectados en Chile.

Figure 2. Dendrogram constructed from Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) data of 65
Allium sativum clones collected in Chile.

La escasa diversidad genética contrasta con la alta variabilidad fenotipica que presenta esta especie
(Bradley et al., 1996; Pooler y Simon, 1993a; Matus et al., 1998; Ipek et al., 2003; Volk et al., 2004). Esta
alta variabilidad fenotipica se podria explicar por una intensa presion de seleccion durante el proceso de
domesticacion de la especie, la presencia de su posible progenitor (A. longicuspis) que se reproduce
sexualmente (Koul et al., 1997), infeccién por virus y viroides, alta respuesta a condiciones climaticas
diferentes, especialmente fotoperiodo y temperatura, y a la sinonimia de algunos cultivares (Bradley et al.,
1996; Ipek et al., 2003), mutaciones (Koul et al., 1997; Volk et al., 2004), crossing-over somaticos y
variacion somaclonal producida a través del cultivo in vitro de los clones (Ordofiez et al., 2002).



En el material evaluado en este estudio, existen clones que emiten tallo floral (Rosado Argentino
Iscayachi, Rosado INIA, Uruguay LB-13, CAR, Rojo Maipu, Rosado nortino IR, Morado Ruso y Rosado
Camifia), mientras que otros no lo hacen (California Late, Calle Chica, Ruso Coyhaique, Chol Choal,
Pircunche, Los Boldos, Carrarrefii y Quepe) (Matus et al., 1998). Este aspecto es importante, ya que se ha
comprobado que la emision de tallo floral es una caracteristica relativamente estable (Etoh y Simon,
2002). Un anélisis previo con RAPDs de genotipos colectados en otras regiones geograficas (Al-Zahim et
al., 1997), discrimind un grupo de accesiones que emitian tallo floral de las que no lo hacian. Para las
condiciones de este estudio, no se detectd esta asociacion y una posible explicacion es que se usaron
diferentes genotipos y partidores de RAPD.

Se observa que en el segundo grupo conformado por los 21 clones restantes (16,9%), éstos se presentaron
en forma individual, con una mayor diversidad en RAPD. Sin embargo, el nivel de esta diversidad
genética sigue siendo bajo, ya que su porcentaje de similitud fluctud entre el 94 y 98% (Figura 2). Dentro
de este grupo también se encontraron clones de diferente origen y con caracteristicas fenotipicas
variables. Por ejemplo, algunos de estos clones emiten siempre un tallo floral (Uruguay GLB y Camifia
Vallenar), mientras que otros no lo emiten (Blanca Cafiete, Huichahue, Blanco Andino, Rondadero, Chile
Chico y Rose de Lautrec) (Figura 2). El coeficiente de correlacion cofenético entre la matriz cofenética y
los datos originales de los RAPDs fue de 0,98, lo que indica que la matriz original esta bien representada
en el dendrograma.

Por otro lado, algunos clones que son genéticamente similares en este estudio (clones Talca y Huichahue;
Rosado Copiapino, Uruguay GLB y Uruguay 1A-2) (Figura 2), lo son también en sus caracteristicas
fenotipicas (Matus et al., 1998). Esta situacion confirma una escasa asociacion entre la diversidad genética
y la fenotipica, lo que se puede deber a que los RAPD detectan diferencias de secuencias distribuidas al
azar en el genoma y que no estan necesariamente asociadas a las caracteristicas fenotipicas. Otro aspecto
importante de considerar en estudios de diversidad genética, es que las caracteristicas fenotipicas, a pesar
de su importancia agrondmica, mayoritariamente estan controladas por un nimero reducido de genes y,
por lo tanto, su representatividad en el genoma es escasa, en comparacion con los marcadores moleculares,
gue debido a su abundancia pueden representar en mejor forma la diversidad del material analizado.

Es posible destacar que la uniformidad genética de los clones de ajo observada a nivel molecular, esta de
acuerdo a lo esperado debido al sistema de reproduccion vegetativa de la especie y posibles duplicaciones
en el germoplasma. Volk et al. (2004) detectaron que un 41% de los clones estaban duplicados en una
coleccién de ajos del Banco de la Estacion Occidental de Introduccién de Plantas, ubicada en Pullman,
Washington, EE.UU., perteneciente al Sistema Nacional de Germoplasma. Antes de eliminar posibles
duplicaciones en este germoplasma, seria recomendable usar otros marcadores complementarios a los
RAPDs antes de tomar una decision.

En ausencia del proceso sexual en la propagacion del ajo, las mutaciones al azar e inducidas han sido la
Unica fuente de variabilidad genética en los programas de mejoramiento genético (Volk et al., 2004). Otra
alternativa para aumentar la variabilidad de caracteristicas econémicas en un programa de mejoramiento
de la especie, es la introduccién y seleccion de nuevos genotipos (accesiones) de ajos, induccion de
poliploides, mutaciones (Koul et al., 1997) y la produccién de semilla verdadera (Kamenetsky et al.,
2004). Este proceso fue obtenido en Japén (Etoh, 1997) Alemania (Konvicka, 1984, citado por Simon,
1993) y Estados Unidos (Pooler y Simon, 1993a; Jenderek y Hannan, 2004). Este hecho abre una nueva y
amplia posibilidad en el mejoramiento genético de esta especie en el futuro (Simon, 1993; Koul et al.,
1997).

En este sentido, la reproduccion sexual en algunas accesiones de ajos podria ser utilizada para mejorar el
rendimiento, tolerancia a las condiciones bioticas y abidticas, y calidad y produccién de plantas libres de
virus (Kamenetsky et al., 2004).



La escasa diversidad genética presente en la coleccion chilena comparada con la existente en los paises de
origen de esta especie, se podria explicar en parte por el origen del material colectado y mantenido como
germoplasma. El germoplasma evaluado contiene accesiones colectadas en América (Chile, EE.UU.,
México, Bolivia, Uruguay, Argentina), Europa (Espafia, Francia) y Asia (China, Japon), ninguno de los
cuales es centro de origen de la especie. En este sentido, lo més probable es que el material colectado en
Chile haya sido introducido previamente desde algunos de los paises mencionados anteriormente, y no
directamente del centro de origen de la especie (Asia Central) o llamado también centro de diversidad.
Una caracteristica que comparten casi todas, sino todas las plantas domesticadas, es una reduccién de la
diversidad genética durante y después de la domesticacion (Gepts, 2004; Zeder et al.; 2006). La magnitud
del “cuello de botella” depende del nimero de individuos de la poblacion fundacional y de la duracion del
cuello de botella (Zeder el al., 2006). Este fendmeno de cuello de botella ha sido medido a través de
marcadores bioquimicos (isoenzimas, proteinas de almacenaje) o moleculares (polimorfismo de longitud
de fragmentos de restriccion [RFLP], RAPD, AFLP) y recientemente datos de secuencias de ADN (Hyten
et al., 2006). En este proceso, cada evento de introduccion de material genético a un pais determinado
toma una muestra reducida de accesiones con caracteristicas bien definidas, por lo tanto introduce sélo una
parte muy limitada de la diversidad presente en el centro de origen de la especie (Lallemand et al., 1997).
Estos resultados han sido confirmados recientemente por Etoh et al. (2001), quienes compararon la
diversidad genética de accesiones provenientes del centro de origen del ajo y de accesiones provenientes
de una region fuera de este centro. Los resultados obtenidos indicaron una mayor diversidad genética entre
accesiones de ajos colectados en el Asia Central, centro primario de origen de la especie, y una mayor
similitud genética entre las accesiones provenientes de la Peninsula Ibérica, Espafia y Portugal.

La presencia de una mayor variabilidad morfologica en las accesiones en comparacion con los datos
moleculares se puede explicar a que estos dos tipos de datos han estado sujetos probablemente a diferentes
factores evolutivos. Los marcadores moleculares son generalmente neutros y pueden estar sujetos a deriva
genética, mientras que los datos fenotipicos estan expuestos a la seleccién natural y artificial. A mayor
adaptacion de la caracteristica seleccionada mayor es su probabilidad de sobrevivir en el tiempo (Gepts,
2004). En este sentido, caracteristicas que poseen una alta heredabilidad pueden causar un fuerte impacto
en la mantencién de la diversidad fenotipica. Figliuolo et al. (2001) determinaron altos valores de
heredabilidad en el sentido amplio, mayores a 60% para altura de la planta y altura del cuello. Ademas,
indicaron que la altura de la planta estaba altamente correlacionada con el peso del bulbo y su didmetro.
Es asi que a través del tiempo se han seleccionado dos tipos de ajos, uno con un alto nimero de pequefios
dientes por bulbo y otro de mayor tamafio con un menor nimero de dientes. Sin embargo, es posible
encontrar algunas accesiones que poseen un alto nimero de dientes con un alto peso del bulbo. Por otro
lado, esta fuerte presion de seleccion sobre caracteristicas agrondmicas no afecta, en muchos casos, las
secuencias de RAPD u otros marcadores (neutrales), a menos que estas secuencias estén ligadas a estas
caracteristicas fenotipicas, agronémicas y/o adaptativas. Esta misma situacion se ha observado a nivel
bioquimico en la especie. Un estudio realizado en una coleccion de clones proveniente de 25 paises,
utilizando marcadores bioquimicos, determiné también una escasa variabilidad isoenzimética para 65
clones evaluados (Lallemand et al., 1997). Aparentemente, la escasa variabilidad entre los grupos de ajos
se debi6 solamente a la presencia de una o pocas mutaciones, las cuales no han sido acompafadas por
cambios importantes en el resto del genoma (Lallemand et al., 1997).

El hecho que no exista una asociacion entre la diversidad genética de los ajos naturalizados en Chile con
el lugar de colecta, se puede deber al fendmeno de intercambio de material entre las diferentes zonas
geograficas, 0 a que las situaciones edafocliméaticas no son tan contrastantes como para que el proceso de
seleccion natural y artificial pueda favorecer una formacion de clones adaptados a determinadas regiones
del pais y la imposibilidad de trazar el origen primario de estos clones. Esta ausencia de correlacion entre
diversidad genética y lugar de colecta fue obtenida también por Ipek et al. (2003) y Volk et al. (2004). Un
estudio realizado por Rosales-Longo et al. (2007), donde se compararon 43 accesiones de ajo tipo



“chileno” y 27 tipo “criollo”, utilizando AFLP, determinaron que las accesiones de ajo tipo “chileno”
poseia una menor diversidad genética que las accesiones clasificadas como tipo “criollo”.

Aunque la diversidad genética detectada por los RAPD en los clones del grupo 2 es escasa, indica que es
posible detectar secuencias genéticas que pueden identificar a algunos de estos clones. Esta informacion
podria ser bastante util para complementar la informacion morfologica y agrondmica necesaria para la
inscripcién de alguno de estos clones en el Registro de Variedades Protegidas, mantener la pureza varietal
y hacer valer los derechos de los obtentores. Sin embargo, para mejorar el proceso de identificacién de
estos clones, es necesario incorporar otro tipo de marcadores moleculares que permitan detectar mayores
diferencias genéticas entre ellos. En este sentido, Ipek et al. (2003) y Volk et al. (2004) sefialan que los
AFLPs han sido utiles para diferenciar clones de ajos que no habian podido ser individualizado con RAPD
e isoenzimas. Este punto es de especial importancia para la diferenciacion de los clones ubicados en el
primer grupo del dendrograma (Figura 2). Sin embargo, Ipek et al. (2003) indican que al comparar los
grupos de accesiones de ajos de los dendrogramas (confeccionados con el método UPGMA), de AFLP y
de RAPD mostraron una correlacion de 96% entre ellos.

Desde el punto de vista productivo, y debido a la escasa variacién genética observada en el germoplasma
presente en la zona centro-sur, es altamente recomendable seleccionar varios clones que tengan diferentes
niveles de diversidad genética para ser entregados a los agricultores. De esta manera, se podria ayudar en
parte a reducir los posibles problemas de vulnerabilidad genética que pudieran enfrentar estas selecciones
frente a diversos factores adversos.

CONCLUSIONES

1. El analisis molecular mediante la técnica de RAPDs detect6 una baja diversidad genética del
germoplasma de ajo presente en Chile.

2. No se detectd una relacion especifica entre los patrones generados por los partidores utilizados vy el
origen geografico de los clones.

3. No existié una relacion de asociacion clara entre la diversidad morfologica y la diversidad genética
detectada a través de RAPDs.
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