





RESUMEN

El ajo es uno de los cultivos mas importantes en México, aunque existe un gran
desconocimiento de su origen y variabilidad genética. El volumen de la produccién y
la superficie cultivada ha sufrido una disminucién significativa durante los ultimos
afios debido, en parte, al aumento de las importaciones procedentes de Sudameérica,
y a la posible introduccién ilegal de paises como China, pasando por terceros paises,
a precios mas bajos que los que privan en el mercado nacional. Con el fin de evaluar
la diversidad genética del ajo en México y explorar el origen de los ajos de
importacion, se colectaron y analizaron 27 muestras mediante marcadores RAPD
(ADN polimorfico amplificado al azar). Se evaluaron 97 oligonucieétidos y 20 de ellos
fueron seleccionados para analizar todas las muestras, usando técnicas
multivariantes. Se generaron 442 bandas de ADN, 430 de ellas fueron polimarficas
(72 de ellas fueron unicas) y 12 monomérficas. El método aglomerativo (AGNES)
separd las muestras en tres grandes grupos. E! primero estuvo compuesto
principalmente por las muestras de México, obteniéndose la menor distancia (0.32)
entre ‘Chileno Apaseo’ e ‘Inifap-94', muestras clasificadas como diferentes desde el
punto de vista morfoldgico. El segundo grupo estuvo constituido por las muestras de
referencia de China, Corea, Chile y Argentina, asi como por aquellas de importacion
colectadas en el mercado de Abastos, lo que sugiere un origen asiatico de dichas
muestras. El tercer grupo incluyé solo tres muestras, entre ellas, dos de la variedad
‘California’. ElI método divisivo (DIANA) gener6 un dendrograma muy similar al
obtenido con AGNES. EI andlisis monotético (MONA) produjo una estructura divisiva
muy similar a la obtenida mediante AGNES y DIANA. La banda 350 dividi6 a la
poblaciéon de ajo en dos grandes grupos; el primero incluyd principalmente a las
muestras nacionales, caracterizadas por un corto periodo. para desarrollar
completamente el brote interno; y el segundo a las muestras de importacion y
aquellas con sospechoso origen de China, caracterizadas por un largo periodo para
desarroliar el brote. Los resultados obtenidos permiten concluir que el analisis RAPD
puede ser una herramienta Gtil para estudiar la diversidad genética e identificar el
origen geografico del ajo.
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SUMMARY

Garlic is one of the most important crops in Mexico, although there is a lack of
knowledge of its origin and genetic variability. Volume of production and cultivated
surface have significantly decreased in recent years which is partially due to the
increase of the importations from South America, and the possible introduction of
ilegal garlic from countries such as China passing through third countries at lower
prices than those found in the national market. In order to evaluate garlic genetic
diversity in Mexico, and to explore the actual origin of imported garlic, 27 samples of
garlic accessions were collected and analyzed by RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA) markers. Ninety-seven primers were tested and 20 of them were
selected to analyze all the samples using multivariate techniques. Four hundred forty-
two bands of DNA were generated, 430 were polymorphic (72 of them were unique)
and 12 were monomorphic. Agglomerative nesting analysis (AGNES) separated the
samples into three major groups. The first one was mainly formed by the samples
from Mexico and the lower distance observed in this group was 0.32 between
‘Chileno Apaseo’ e ‘Inifap-94', samples classified separately according to
morphological traits. The second group contained the samples from China, Korea,
Chile, and Argentina, as well as those imported samples collected in the market,
which suggests an Asiatic origin of these. The third group mostly included just three,
with two ‘California’. The divisive analysis method (DIANA) generated a very similar
dendrogram to that obtained by AGNES. Monothetic analysis (MONA) produced a
divisive structure which is very similar to that obtained by the AGNES and DIANA
methods. The band 350 divided the garlic population into two major groups:-the first
one mainly included the national samples, characterized by a short period of days
required to completely develop unemerged sprout in clove, and the second one
included the imported samples and those materials suspected of Chinese origin,
characterized by a larger period required to develop sprout. The results obtained in
this study allow us to conclude that the RAPD analysis can be a useful tool for
studying genetic diversity and identifying the geographic origin of garlic genetic
material.

Key words: garlic, RAPD, dendrogram, genetic diversity.
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I. INTRODUCCION

El ajo (Allium sativum L.) es una hortaliza de gran importancia en el mundo
por su alta demanda en la poblacion. En el afio 2002 se produjeron 12, 107,077 Ton.
a nivel mundial, aportando México 41, 561 Ton. que corresponden a alrededor de
0.34% (FAO, 2002). Los principales estados productores son, Zacatecas,
Guanajuato, Aguascalientes, Baja California, Puebla, Oaxaca Yy Querétaro
(SAGARPA, 2002). Sin embargo, durante los Ultimos anos se ha presentado una
disminucion significativa en el volumen de produccién y en la superficie cultivada,
pasando de 9,304 ha cultivadas en 1997 a 4,792 ha en 2002 (FAO, 2002), situacion
que puede tener su origen en la importacion masiva de ajo y en la posible
introduccion ilegal proveniente de China, pais lider en la produccion de esta hortaliza
con 71.8 % del total y cuyos costos de produccién son muy inferiores a los que privan
en nuestro pais.

Por otra parte, la caracterizacion de cultivares de ajo en México se ha
basado, principalmente, en diversos parametros morfologicos: tamano, forma, color
de bulbo, porte vegetativo, asi como namero y color de dientes, entre otros.
(Izquierdo et al., 1992).

Debido a lo anterior, se hace necesario contar con una herramienta capaz
de identificar el origen de los distintos materiales cultivados en México, y que
ademas, permita estudiar las relaciones genéticas entre éstos y los introducidos de
otros paises, para detectar posibles practicas de dumping o comercio ilegal.

Los marcadores moleculares basados en el ADN constituyen una
herramienta atil para estudiar la diversidad genética de las especies (Arcade
et al., 2000), entre los que destacan los RAPD (ADN polimérfico ampilificado al azar)
que utilizan la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), donde un oligonucledtido
decamero de secuencia arbitraria se une al azar en los sitios del ADN en que
encuentra homologia (Douglas et al., 2000).

En el caso particular del ajo, se han realizado diversos estudios con
marcadores RAPD tendientes a caracterizar clonas de ajo (Pooler y Simon, 1993), a

estudiar su diversidad genética (Bradley et al., 1996; Eom y Lee, 1999; Shasany
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et al., 2000; Ipek et al., 2003) y a clarificar esquemas antiguos de clasificacion,
encontrando agrupaciones acordes al origen geografico, a‘la especie (Maas vy
Klass, 1995) y a la manifestacion de algunas caracteristicas morfolégicas, como la
presencia de escapo floral (Al-Zahim et al., 1997) y el.color del bulbo (Song et al.,
2001). Incluso, los marcadores RAPD han sido empleados en ajo para detectar
bandas correlacionadas con la resistencia de diversos materiales a enfermedades
tales como la pudricién blanca (Nabulsi et al., 2001).

El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar la diversidad genética de
algunas poblaciones de ajo cultivadas en Mexico y el origen geografico de diversos

materiales de importacion.



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Generalidades del ajo
2.1.1. Origen e importancia

De acuerdo a Maas et al. (1995) el ajo es originario del Asia Central. Los
griegos, romanos, hindues y chinos ya gustaban del ajo, mientras que los egipcios
(3,000 afios a. C.) lo consideraban una especie sagrada (Heredia, 2000).

Vvedensky y Komissarov (1946, 1965; citados por Helena, 2000) suponen
que Allium longicuspis Regel es el antecesor del ajo cultivado (A. sativum), lo cual
puede ser posible, pues ambas especies son diploides, con un namero somatico de
cromosomas 2n =16. Como A. longicuspis es endémica de Asia Central, se
considera que el ajo se origin6 en esta region. |

Segun Etoh (1986, citado por Heredia, 2000), la idea de que el ajo fue
totalmente estéril ha prevalecido por mucho tiempo; sin embargo, es posible que
algunas de las muchas plantas fértiles encontradas en cinco pueblos del norte de las
montafias Tien Shan, en Asia Central (Kazajakstan, Uzbekistan y Turkmenistan),
pertenézcan a A. longicuspis, ya que esta region se encuentra cerca de donde dicha
especie crece en forma natural. Etoh sefiala que es dificil distinguir a A. longicuspis
de A. sativum, y que las plantas fértiles encontradas en Asia Central son indicadores
importantes de que éste es el centro de origen del ajo cultivado.

El ajo fue introducido a América a fines del siglo XV, en el segundo viaje de
Colon al Nuevo Mundo, y con las subsecuentes reintroducciones precedentes de
Espafia, Islas Canarias e Italia (Jaramillo, 1994). Segun Zeven y Wet (1982, citados
por Heredia, 2000); la mayoria de las especies domesticadas del género Allium que

existen en América Latina provienen de Asia.

2.1.1.1. Produccién a nivel mundial

La produccion mundial de ajo. se ha incrementado durante los dltimos diez
afos (Figura 2.1) gracias a l<;s cambios producidos en los habitos de consumo de la
poblacion (Figura 2.1). En 2002 se produjeron 12, 107,077 Ton. de ajo en el mundo.

China es el pais lider con 8, 694,066 Ton. La mayor parte del ajo producida en ese



pais proviene de la provincia de Shandong, en el sureste de Beijing. Le siguen en

importancia India, Corea del 'Sur, Estados Unidos de América, Egipto, Rusia, Espana,
Ucrania y Tailandia (Figura 2.2.).
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Figura 2.1. Produccién mundial de ajo en la altima década. (Fuente: FAO, 2002).
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Figura 2.2. Principales paises productores de ajo en el mundo (Fuente: FAO, 2002).







exportacion, lo cual genera una importante entrada de divisas para el pais
(Mercado, 2002).

A pesar de la relativa importancia que tiene este cultivo en los paises de
América y el resto del mundo, existen pocos antecedentes y programas de
mejoramiento genético que impulsen la actividad, lo que obliga a plantear estrategias
de desarrollo y transferencia de tecnologia que permitan revertir la caida de la
superficié cultivada y disminucién de rendimientos (Izquierdo et al., 1992).

Ademas, las fertilizaciones y técnicas inadecuadas de control de patogenos,
mal manejo en poscosecha de los bulbos (que serviran como material de siembra), y
ausencia de cultivares normalizados, son las causas de mayor incidencia de
enfermedades en el ajo (lzquierdo et al., 1992), pues éste frecuentemente se ve
afectado por diferentes enfermedades fungosas y bacterianas (Burba, 1992).

A pesar de que el ajo es una planta de reproduccién asexual, en las
poblaciones existe una determinada variabilidad genética (Biderbost et al., 1985,
citado por Heredia, 2000) generada por- mutaciones génicas y alteraciones
estructurales en cromosomas, acumuladas por varias generaciones (Broetjes y van
Harteh, 1978; Koul et al., 1979; Hartmann y Kester, 1986, citados por Heredia

-Zepeda y Heredia Garcia, 2000) y posiblemente también se presenta en esta especie

la variacion somatica (Heredia, 1997).

Se cree que en el genoma del ajo puede existir una region especifica que es
extremadamente susceptible a mutar (Al Zahim, 1999). Es importante destacar que la
variabilidad que se presenta en el ajo se ve reflejada en las diferencias al interior de -
una misma variedad en lo que respecta a la época de madurez, letargo,
requerimientos de frio, témaﬁQ del bulbo, numero de buibillos, color de la hoja
protectora y facilidad de emitir escapo floral, entre otras.

A causa de la ausencia de reproduccién sexual en el ajo, no se tiene la
posibilidad de prodljcir hibridos, por lo que el unico método utilizado hasta la fecha
para realizar mejoramiento genético ha sido el de seleccion, el cual explica la
variacion existente en la poblaciéon (Heredia Zepeda y Heredia Garcia, 2000).

En referencia al mejoramiento genético, en el INIFAP, Campo Experimental

Bajio, se han seleccionado clones de ajo con caracteristicas superiores a las de la

6



i

poblacién original. Los criterios de seleccion mas importantes han sido el rendimiento
y la calidad del bulbo. Entre las principales caracteristicas de calidad del bulbo,
consideradas por el INIFAP, destacan: tamafio del bulbo y bulbillos (dientes), nimero
de bulbillos, color de las cubiertas protectoras, forma y peso del bulbo y sanidad
(Heredia, 2000).

Entre las principales selecciones que se han llevado a cabo en dicho campo
se encuentran las de la variedad de ajo Chileno, de la que se obtuvieron seis clones
(selecciones individuales) y dos compuestos (selecciones masales). De las
selecciones masales surgid Chileno Compuesto 1 y de las individuales Chileno
Vikingo-1, Chileno Vikingo 2 y Chileno Apaseo. También se llevé a cabo seleccion a
partir de la variedad Taiwan y después de seis dclos y dos ensayos de rendimiento,
se efectuaron ocho selecciones mas, generandose las variedades Tacatzcuaro,
Tinglindin, Tocumbo, Texcoco, Huertefio, Chapingo-94, INIFAP-94 y Celayense.
Después de un ciclo mas, se hizo un tercer ensayo de rendimiento donde surgen las
variedades Tacatzcuaro Eépecial y Pebeco (Heredia Zepeda y Heredia Garcia,
2000).

De igual manera, en el Campo Experimental de Pabellon CEPAB, del
INIFAP, se llevb a cabo uﬁ programa de mejoramiento genético de ajo blanco, para
evitar la diéminucién de los rendimientos de este cultivo en Aguascalientes, debido a
una mala seleccion de semilla. EI mejoramiento se bas6 en un procedimiento de
seleccion individual a partir de bulbos de ajo Perla y California de distintas parcelas
comerciales, colectando aquellos con las mejores caracteristicas de rendimiento, y
calidad. Las semillas se reprodujeron durante el ciclo otofio-invierno 1995-96 v,
después de este ciclo, se obtuvieron 28 genotipos de ajo Perla y siete genotipos de
ajo California (Macias, 2002).

Finalmente, otros dos Ultimos aspectos fundamentales de la probleméatica de
este cultivo son los siguientes:

Existe un gran desconocimiento del origen y de la variabilidad genética de
los materiales cultivados en nuestro pais, pues las clasificaciones e identificaciones
de ajo que se han realizado hasta el momento han sido generales y sélo con base en

algunas caracteristicas morfolégicas y no a nivel molecular.
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Por otra parte, el mercado nacional del'ajo'es{té siendo afectado por la
entrada del ajo producido en China. Este es producido por un fuerte programa de
subsidios y un costo de mano de obra muy barato, lo que disminuye notablemente
los costos de produccion y permite que se pueda vender a precios extremadamente
bajos, imposibles de igualar por el ajo que se produce en México (Mercado, 2002).
Ademas, en el pais se considera ilegal la introduccion de ajo procedente de Chinay
aun asi, se tienen indicios de que al menos una parte del ajo que es introducido al
mercado nacional proviene de ese pais, y esto ocasiona un gran desaliento entre los
productores, lo cual se refleja en una dramatica caida de la superficie cultivada y de

la produccién durante los Gltimos afios (Figura 2.4).

10,000
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7,000 -
6,000 -
5,000 -
4,000 l , l . !

1997 1998 1999 2000 2001 2002

Afo

Ha

Figura 2.4. Evolucion de la superficie cultivada de ajo en México durante los Ultimos seis
afios (Fuente: FAO, 2002).

Esta situacion esta obligando a los paises afectados (entre ellos México) a

" desarrollar medidas de rastreo genético para evitar inundaciones de mercado por

practicas de dumping, para proteger a los productores nacionales.
Por ello, es sumamente importante contar con una herramienta que permita
identificar el origen genético y geografico de los materiales que se producen en

México y que se importan de otros paises.



2.1.2. Botanica del ajo
2.1.2.1. Clasificacién taxonémica

En 1754 Carl Linnaeus dio &l nombre de Allium sativum al ajo. La posicion
taxonémica del género Allium y géneros emparentados es aun materia de
controversia. En clasificaciones iniciales dicho género fue ubicado en la familia
Liliaceae, y hace aproximadamente 50 afos, con base en la estructura de su
inflorescencia, fue incluido en la familia Amaryllidaceae. En la clasificacion
taxonémica mas reciente de las Monocotiledoneae propuesta por Hanelt (1990,
citado por Heredia, 2000), el género Allium y sus parientes cercanos fueron incluidos
en la familia Alliaceae (cercana a la Amaryllidaceae), con la siguiente jerarquia
(Tabla 2.1) (Heredia, 2000):

Tabla 2.1. Clasificacion taxonémica del ajo

Reino Plantae
Division Tracheofitae o espermatofitae
Subdivision " ' Angiospermae

Clase Monocotyledoneae
Superorden Lilliflorae

Orden Asparagales

Familia Alliaceae
Tribu Allieae
Género Allium
Subgénero Allium
Seccién Allium
Especie A. sativum

(Heredia, 2000)

Hanelt (1990, citado por Heredia, 2000) reporta que el género Allium abarca
mas de 500 especies, las cuales‘son perennes, y son principalmente plantas con
bulbos protegidos por capas membranosas, fibrosas o coriaceas.

Entre las especies del género Allium mas populares y con mayor grado de

domesticacion, se encuentran las siguientes (Tabla 2.2):
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inflorescencias o escapo floral. Cuando se produce el escapo floral, éste es redondo,
solido y enrollado al principio. En la inflorescencia se producen pequefios bulbillos,
las flores varian en nimero y algunas veces estan ausentes. Muy rara vez producen
semillas.

El grado de desarrollo de la inflorescencia varia considerablemente con el

genotipo y con el estado del escapo floral (Figura 2.5.):

Figura 2.5. Planta joven de ajo

Raices adventicias (ra), tallo (t), bulbo (b) y hojas funcionarias (hf), (B) bulbo, (C) seccion
longitudinal del bulbo, (D) bulbillo o diente, (E). seccion longitudinal del bulbillo,
(F) inflorescencia, escapo florar (ef), bulbillos aéreos (ha) y flores (fl). (Purseglove, 1985).

Segun Bell y Bryan (1991), el bulbo del ajo consiste de una serie proximal
de hojas escamoso-membranosas de proteccion que no cubren las yemas; ofra serie
de hojas similares que cubre cada una de ellas (bulbillos), y mas distalmente un
namero de hojas funcionales (Heredia, 2000).

Los bulbillos simples o “dientes normales”, principales o6rganos de

propagacion de esta especie, son yemas vegetativas en estado de letargo cuando
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recién son cosechados, que se originan en la axila de las hojas fértiles o dentadas y
apoyados sobre el tallo anual o “disco”. Cada diente esta compuesto por una serie de

hojas modificadas, como se ilustra en la Figura 2.6:

Hojs d brotacidn fiofa protectors

.

Ira. bofa verdadery

Toda reservante

Diseo da Ta fitora planta

']~ Restos del disco de] bulbo madra

Figura 2.6. Estructura del bulbillo

La hoja externa, denominada protectora, consiste s6lo en una vaina foliar
lignificada y seca, ésta es la responsable del color del diente que caracteriza a los
cultivares y que varia desde el blanco niveo al purpura, pasando por una gama que
incluye tintes parduscos. Continia hacia adentro otra hoja sin lamina, de gran
espesor, denominada hoja reservante o de almacenamiento, que representa entre 90
y 95% del peso total del diénte, y que envuelve a la hoja de brotacion o
“germinadora”, que es delgada y sin lamina. Esta se desarrolla durante el
almacenamiento y puede ser utilizada como indicadora del letargo.

Protegidas por la hoja de brotacién, se encuentran varios primodios,
llamados hojas foliares o verdaderas y que son tesponsables de la arquitectura
normal de la planta. Todas las hojas que conforman el diente estan asentadas sobre

un pequefio disco (tallo anual o “plato”). Este pequefio disco posee primordios
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radicales que originaran la raiz fascicular tipica de esta especie (lzquierdo et
al., 1992).

2.1.2.3. Reproduccion

Los cultivares de ajo son estériles y son propagados de forma vegetativa, a
través-del bulbillo o diente (Al-Zahim et al., 1997).

En el escapo y tallo aéred que emergen en algunos cultivares bajo ciertas
condiciones ambientales, aparece en su extremo una inflorescencia que presenta
generalmente bulbillos pequefios mezclados con flores. Estas flores generalmente
abortan en estadios tempranos y no producen semillas verdaderas; sin embargo,
bajo condiciones especiales, ciertos clones pueden llegar a hacerlo. Los bulbillos
aéreos—muy abundantes en algunos clones- pueden ser utilizados como material de
propagacion, con algunas ventajas de costo y sanitarias, y hasta se menciona la
posibilidad de lograr con ellos potenciales de rendimientos altos (lzquierdo et
al., 1992).

2.1.2.4. Ecofisiologia
a. Fisiologia del crecimiento
El crecimiento del ajo se extiende desde la brotacién hasta el inicio de la
bulbificacion (en que ocurre el cese de crecimiento de las hojas). Para un crecimiento
vigoroso, la planta requiere de temperaturas medias nocturnas inferiores a 16° C
(entre 8° C y 20° C) y medias mensuales entre 13° C y 24° C. Temperaturas
nocturnas elevadas (por encima de 20° C) promueven un crecimiento en forma de

mata estrellada y de color amarillento.

El peso del “diente semilla”, funcion directa de la cantidad de sustancias de
Jeserva, sera decisivo sobre el patrén de comportamiento durante el crecimiento

vegetativo de la planta (Izquierdo et al., 1992).

Los dientes “semilla” de mayor tamafio, como ya se expreso, dan lugar a
bulbos grandes y éstos poseen una tasa de conversion (peso del bulbo:

cosechado/peso del bulbillo plantado) menor que los bulbillos o dientes pequefios.
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Los dientes pequefios son capaces de “convertir’” mayor cantidad de biomasa,
variando segun el cultivar y, es’por ello, que se puede aprovechar esta circunstancia

en un programa de mejoramiento de produccion de “semillas” (Izquierdo et al., 1992).

b. Fisiologia de la bulbificacion

La dilatacion del bulbo de ajo se produce cuando la temperatura media diaria
es mayor de 18° C a 20° C, y cuando el fotoperiodo supera un umbral que es
diferente para cada cultivar o genetipo. Cultivares adaptados a las regiones
tropicales tendrian un umbral de entre 11 y 12 horas de luz (Izquierdo et al., 1992).

El bulbo comenzara a formarse por un estimulo termo-fotoperidédico que
puede caracterizarse a través de dos etapas. La primera llamada “inductiva” en que
el frio o los dias largos serian factores imprescindibies. En la segunda etapa, llamada
“morfolégica”, las condiciones termo 0 fotoperidédicas son so6lo capaces de modificar
la velocidad del proceso de builbificacion (Izquierdo et al., 1992).

Los ecotipos adaptados a las regiones subtropicales tienen bajos
requerimientos de frio y fotoperiodo, produciéndose el estimulo para la bulbificacién
en época muy temprana, con apenas 11 horas de luz (junio~julio), lo que permite
ingresar el producto temprano al mercado (septiembre-octubre). Generalmente estos
genotipos son de mala presentacién comercial. Por otro lado, aquellos cultivares
adaptados a regiones australes tienen mayores requerimientos -de frio y fotoperiodo
que los anteriores y se consideran de mejores caracteristicas de conservacion y de

buena presentacién comercial (Izquierdo et al., 1992).

c. Fisiologia del letargo
El diente de ajo estad imposibilitado de brotar y enraizar éi es plantado
inmediatamente después de la cosecha. Este fendmeno es llamado letargo o reposo.
El letargo es el estado en el cual el crecimiento estd aparentemente sqspendido,
pudiendo subdividirse en pre-latencia, latencia propiamente dicha y post-latencia o
estado potencial de maximo crecimiento; este dltimo coincide con lo que se

denomina diente “semilla” fisiolégicamente maduro. La salida de la latencia se
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produce al cabo de un tiempo mas o menos prolongado, dependiendo del genotipo
(cultivar o clon), de la temperatura de almacenamiento de los bulbos, del tamafio del
“diente”, su posicion en el bulbo madre, y todo factor que desde Ia senescencia del

cultivo “madre” haya comprometido el desarrollo normal de esta etapa.

d. Fisiologia de la brotacién

El término del estado de latencia esta caracterizado por una importante
actividad de giberelinas libres y una disminucién de giberelinas conjugadas en la hoja
de reserva (lzquierdo et al., 1992). Estas se transportan hacia la yema, permitiendo
su brotacién. SimultAneamenté se produce un traslado de hidratos de carbono desde
la hoja de reserva y, es a partir de este momento, que la yema esta en condiciones
de brotar. Durante esta etapa predomina una activa division y alargamiento celular
que provocan la expansion de la yema, la diferenciacion de los primordios foliares y
un activo crecimiento de las rajcillas preformadas, presentes en la porcion proxima
del “diente semilla”. Este estado se denomina generalmente “diente fisiol6gicamente
maduro” o estado de pos-latencia y la temperatura puede modificar el patrén de
crecimiento. La hoja de brotacién o “germinadora” en esta etapa se abre paso a
través del suelo que cubre al “diente”, enterrado durante la plantacién, formando un

canal tubular por donde pasaran las hojas verdaderas. Cuando todo el conjunto de

_hojas llega a la superficie del suelo, la hoja de brotacién reacciona frente a la luz e

inhibe su crecimiento, mientras que las hojas verdaderas rompen su extremo y
emergen. Posteriormente, la hoja protectora se desprende y descompone, mientras
que las sustancias de reserva de la hoja reservante son aprovechadas por la planta

durante las primeras etapas del crecimiento (lzquierdo ef al., 1992).

2.1.3. Cultivares

La caracterizacion de cultivares del ajo se ha basado en parametros de tipo
exo-morfologicos (tamario y forma del bulbo y del bubillo o diente, color de bulbo,
porte vegetativo, nimero y color de dientes, etc.). Sin embargo, no siempre éstos
han mostrado una ciara diferenciacién entre los tipos comerciales, ecotipos, biotipos,

etc. El parametro mas utilizado para diferenciar variedades es el color; no obstante,
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lo que habitualmente se describe es el color de la “epidermis de los dientes” y no el
de la “epidermis de los bulbos”.

Debido a esta situacién, el reconocimiento de los cultivares es confuso y
ocurre con mucha frecuencia que un mismo clon recibe varias .denominaciones
locales o, en contrasentido, que clones diferentes lleven el mismo nombre en la
misma. region. La razén de esto seguramente podemos encontrarla en la profunda
interacciéon que sobre el genotipo ejerce el ambiente, modificando no sélo la forma
sino también el color, el porte, el nimero de “dientes”, etc.

Existen algunos intentos para establecer descriptores eficaces del ajo, como
aquel que sugiere la utilizacion de descriptores fisiologicos, tales como la duracién
del periodo de letargo. Este se encontraria directamente relacionado con los
requerimientos de frio y fotoperiodo, la habilidad para emitir vara floral, y algunas
caracteristicas morfologicas y organolépticas, como la forma y color de los bulbos
(Heredia, 2000).

2.1.3.1  Clasificacion de las variedades de ajo
Existen varios tipos de clasificaciones de ajo de acuerdo a sus
caracteristicas morfolégicas y fisioldgicas, una de las mas conocidas es la

clasificacion con base en el color del bulbo:

Grupo | (Violetas o asiéticos). Clones de muy corto periodo de letargo y
ciclo vegetativo corto, con bajos requerimientos de frio y escasa necesidad de
fotoperiodo largo. Constituyen variedades tipicas de regiones tropicales o
subtropicales, generalmente semi-erectas, con hojas anchas de color verde claro.
Los falsos tallos (ramas) suelen aparecer engrosados a intervalos irregulares por la
presencia de dientes laterales sobre la vara floral, la cual no alcanza a emerger. Los
bulbos son medianos, con pocos dientes de gran tamafio y hojas envolventes muy
gruesas de color pardo-violaceo o vinoso. Pertenecen a este grupo los genotipos
‘Hsueh Chia’ e ‘Indonesia Precoz’, de Argentina; los genotipos del tipo ‘Chinese’, de
Brasil; y del tipo ‘Vikingo’, de México. Ya que los tipos ‘Vikingo’ provienen de la

variedad ‘Chileno’, se considera dicha variedad también perteneciente a este grupo.
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Grupo Il (Rosados). Clones de corto periodo de letargo y ciclo vegetativo
medio, con medianos a bajos requerimientos de frio y moderada necesidad de
fotoperiodo largo. Las plantas son generalmente erectas, con hojas de ancho
intermedio y color verde intenso, no manifiestan externamente peddnculo floral, pero
si dientes laterales apoyados en la misma, en el falso tallo. Los bulbos son medianos
a grandes y presentan un gran niumero de dientes irregulares de color rosado claro a
violaceo. Estan difundidos al norte del paralelo 32° LS, debido a sus escasos
requerimientos de frio y fotoperiodo largo. Pertenecen a este grupo los genotipos
‘Alpa Suquia’, ‘Rosado INTA’ y poblaciones mas o menos homogéneas conocidas
como ‘Nacional de Paraguay’, “Dourados’ de Brasil y ‘Rosa Siliciano’ de ltalia.

Grupo Il (Blancos). Ciones de periodo de letargo medio y ciclo vegetativo
medio-largo, con requerimientos de frio medianos a altos y fotoperiodo largo. Las
plantas en estado juvenil tienen los tallos débiles, incapaces de mantenerse
erguidos, y se arrastran por el suelo sin enraizar en él. En estado adulto, las plantas
son semi-erectas y no preséntan escapo floral. Las hojas son anchas y de color
verde cenizo, y los bulbos son grandes a muy grandes, generalmente irregulares,
con hojas envolventes del bulbo y de protecciébn de los dientes blanco niveo.
Pertenecen a este grupo los genotipos ‘Blanco Mendoza’ de Argentina, ‘California
Early White’ de EE.UU., ‘Messidrome’ de Francia y ‘Bianco Piacentino’ de I[talia
(Figura 2.7.).

Figura 2.7. Ajo del tipo ‘California Early White’.
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‘Criollo Regional’
‘Napuri’ '

‘Pata de perro’

o Bulbo jaspeado (blanco con lineas color morado)

‘Taiwan'. Esta variedad genera otras diez:
‘Tacatzcuaro’

‘Tinglidin’

‘Chapingo-94’

‘Huertefio’

‘INIFAP-94'

‘Texcoco’

‘Tocumbo’

‘Celayense’

‘Tacatzcuaro Especial’

‘Pebeco’

o Bulbo blanco (problemas de adaptacion)

‘Probajio’ 1, 2 y 3 (derivadas del blanco de Egipto). Exportacion
‘Blanco de Zacatecas’

‘Blanco de Durango’

‘Blanco de Ixmiquilpan’

‘Criollo de Aguascalientes’

*Cristal *

‘Peria *

2.2. Estudio de la diversidad genética de las poblaciones

2.2.1. Concepto de diversidad genética

La diversidad genética es un componente fundamental de la biodiversidad,

forma la base de la variacion de las especies y del ecosistema y representa las
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diferencias genéticas que existen entre los individuos de una especie en la expresion

_de una caracteristica particular o un grupo de caracteristicas (Arcade et al., 2000).

Debido a que las especies estan compuestas de poblaciones que existen
una independiente de otra, la diversidad genética se da entre poblaciones de la
misma especie y entre poblaciones de diferentes especies. La diversidad genética en
las poblaciones basada en caracteristicas morfolégicas y morfométricas comunes es
dificil de medir debido a que éstas se ven influenciadas por factores ambientales vy,
ademés, muchos genes pueden encontrarse involucrados en su expresiéon. La
estimacion de la diversidad genética por medio de marcadores moleculares supera
este problema porque estas caracteristicas moleculares tienen un componente no
ambiental y s6lo uno o muy pocos genes estan involucrados en su expresién (Lattier
et al., 1996).

Los estudios de diversidad genética en poblaciones silvestres son disefiados
para identificar los procesos que ocasionan los cambios en la evolucion. Los
marcadores genéticos del /ocus especifico son cruciales en estos estudios pues
presentan un gran potencial para la determinacion de la diversidad genética “inter” e
intrapoblacional, asi como en programas de mejoramiento genético. Tales
marcadores han sido ampliamente utilizados desde hace alrededor de treinta afios,
pero desde 1960, los avances tecnolégicos han aumentado la variedad de nuevos
métodos para estudiar la diversidad genética. A la par con estos avances, se ha dado
un incremento exponencial en el niumero de estudios que reportan poblaciones con
diversidad genética en una amplia variedad de organismos (Douglas et al., 2000).

2.2.2. Marcadores genéticos

Un marcador genético es cualquier caracteristica morfolégica o molecular
heredable que varie entre individuos y es considerado como una caracteristica
descriptiva (Arcade et al., 2000).

A continuacion se presenta la clasificacion general de los marcadores
geneéticos (Figura 2.9), en la que se observa la divisién de éstos en morfoldgicos y
moleculares, a su vez, los marcadores moleculares pueden ser bioquimicos o
basados en ADN.
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Los marcadores basados en ADN pueden emplear PCR (reaccién en
cadena de la polimerasa) o hibridacién. De los que emplean PCR, hay aquellos que
utilizan iniciadores de secuencia arbitraria, como es el caso de los RAPD (ADN
polimérfico amplificado al azar) o iniciadores con una secuencia especifica, donde
se encuentran los ISSR (secuencias interespecificas) y los AFLP (polimorfismo de -
longitud de los fragmentos amplificados). Para los marcadores que estan basados en
hibridacion se pueden citar a los RFLP (polimorfismo de longitud de los fragmentos
de restriccion) y los VINR (repeticiones en tdndem de numero variable), mejor

conocidos como minisatélites y microsatélites (Gonzéalez, 1999).

2.2.2.1. Marcadores morfolégicos

Los marcadores morfoldgicos son caracteristicas fenotipicas evaluables en
cualquier etapa del ciclo de la vida de un individuo, son faciles de medir, evidentes,
rapidos y baratos. No obstante, tienen la desventaja de que son limitados en numero
(Simpson, 1999), no son estables, presentan baja heredabilidad y, principalmente, se

ven afectados por las condiciones ambientales (Cerna, 1999).

2.2.2.2. Marcadores moleculares

Se define como ‘marcador molecular, a toda entidad variable de naturaleza
bioquimica/molecular susceptible de ser asociada con la variabilidad ‘de algin
parametro morfol6gico/agronémico (Campos, 1995).

La ventaja que proveen los marcadores moleculares es su capacidad para
utilizar la informacion que, de manera natural, brinda el polimorfismo en las
poblaciones (Simpson, 1999).

Los marcadores moleculares pueden ser bioguimicos o basados en ADN,

como se indica en la Figura 2.9.

a. Marcadores bioquimicos
Los marcadores bioquimicos mas utilizados son las isoenzimas y algunos
otros compuestos como los terpenoides, antocianinas, flavonoides, glucésidos, etc.

Estos presentan algunas desventajas, como el ser limitados en namero y el poseer
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baja frecuencia de polimorfismo. Ademas, las técnicas utilizadas para analizar estas
moléculas son costosas y requieren de mucho tiempo, por lo que no son eficaces
para el analisis de rutina de grandes poblaciones; incluso son influenciados por el
medio ambiente (Simpson, 1999).

MARCADORES
GENETICOS

Moleculares

Bloquimicos Basados en ADN

Isoenzimas

Iniciadores
Otros .

Iniciadores de
secuencia especifica

AFLP Minisatélite _|
microsatélite

ISSR

Figura 2.9. Clasificacion de los marcadores genéticos.

La aplicacion de los marcadores bioquimicos a la poblacion biologica
comenzd con los estudios de Harris (1966), Hubby y Lewontin (1966) y Lewontin y
Hubby (1966). Estos estudios, particularmente los dltimos, usaron variacion de
isoenzimas para examinar dos modelos de seleccion natural: el modelo clasico y el
de seleccion balanceada. Recientemente Lewontin (1974, 1991), citado por Douglas

et al. (2000) argumento6 que los estudios de isoenzimas no han ayudédo a distinguir
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eficientemente un individuo de otro, sin embargo, han tenido una gran influencia en el

desarrollo de la Genética como disciplina.

b. Marcadores basados en ADN

Los marcadores basados en ADN pueden explorar regiones de ADN que se
expresen (genes) o fragmentos de ADN cuya funcién no se conoce, pero que
presentan un patrén heredable (Arcade et al., 2000).

Muchas poblaciones naturales manifiestan altos niveles de polimorfismo
debido a pequefios cambios en las secuencias del ADN, tales como mutaciones
puntuales, sustituciones de bases, inserciones, delecciones y traslocaciones. Tales
polimorfismos 'y los marcadores basados en ADN asociados;, son heredados
mendelianamente, ademas, son muy abundantes y se encuentran en todo el genoma
(Simpson, 1999).

Algunos usos de los marcadores basados en ADN son la caracterizacion e
identificacion de germoplasma, estudio de relaciones entre cultivares, eliminacion de
duplicados, .mejoramiento asistido, huella genética, proteccion de derechos de
siembra de nuevos cultivares, entre otros (Simpson, 1999).

A continuacion se presentan algunos de los matcadores basados en ADN de

mayor uso.

b+. Polimorfismo de longitud-de los fragmentos de restriccion (RFLP)

Este tipo de marcadores detecta las diferencias especificas en una
secuencia de ADN, las cuales pueden originarse en forma natural por mutaciones
que alteran los tamarfios de los fragmentos obtenidos por digestion de la secuencia
de ADN con una endonucleasa de restriccion (Michelmore y Hulbert, 1987).

Los RFLP han sido la herramienta clave para los estudios de mapeo
genético desde sus inicios, hace casi dos décadas. Las sondas para el andlisis de
Joci nucleares desconocidos se obtienen de ADNc o librerias gendémicas. De estos
bancos de datos, se seleccionan sondas de ADN para hibridar secuencias de ADN.

En la practica estas sondas hibridan uno o dos fragmentos de restriccion. Parece no
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haber correlacién entre el tamafio de la sonda y los niveles de polimorfismo (Douglas
et al., 2000). .

Los Joci RFLP son codominantes, exhiben niveles intermedios de
variabilidad alélica y son continuamente utilizados con éxito en diferentes espec'ies
(Douglas et al., 2000).

El ADN completo es cortado con enzimas de restriccion, posteriormente se
desnaturaliza y luego se hibrida con la sonda que detecta fragmentos de ADN de
diferente tamarfio (Alberts et al., 1994). '

Los sitios de restriccion, distribuidos en diferentes puntos del genoma, al ser
expuestos a enzimas de réstriccion, originan una serie de fragmentos de ADN que
difieren en longitud y que pueden ser separados por electroforesis, transferidos a un
soporte sélido y expuestos a una sonda radioactiva bajo condiciones que promueven
la hibridacion ADN-ADN (Southern, 1975). Ello permite visualizar el fragmento
especifico identificado por la sonda (Rivera et al., 1991).

Este tipo de marcadores tiene la desventaja de que requiere grandes
cantidades de ADN, algunos protocolos requieren uso de radiactividad, el tiempo de
analisis es largo y su costo elevado (Douglas et al., 2000).

A continuacion se presenta un diagrama que ilustra el principio y el

mecanismo de los RFLPs (Figura 2.10).

b,. Polimorfismo de longitud de los fragmentos amplificados (AFLP)

Esta técnica esta basada en la amplificacion selectiva de fragmentos de
restriccion de ADN digerido. EI ADN se digiere con dos diferentes enzimas de
restriccion, como son EcoRl y Msel. Posterior a la digestion, se ligan adaptadores
moleculares especificos, los oligonucleotidos que se utilizaran como iniciadores para
la reaccion en cadena de la polimerasa corresponderan a los adaptadores

moleculares (Simpson, 1999).
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Figura 2.10. Mecanismo de los RFLPs.

La técnica de AFLP involucra tres pasos: a) restriccion del ADN vy ligacion o
unién de los adaptadores de los oligonucledtidos; b) ampilificacion selectiva de
conjuntos de fragmentos de restriccion y, c) analisis en un gel de los fragmentos
amplificados (Vos et al., 1995).

Se considera una técnica con buena reproducibilidad y que requiere una
pequefia cantidad de ADN (Douglas et al, 2000), pero tiene la desventaja de que
exhibe niveles intermedios de variabilidad y el que los fragmentos homdlogos no se
conservan a través de grandes distancias de evolucién (Douglas et al., 2000).

Con esta técnica se obtiene un mayor nimero de bandas, en comparacion
con otras técnicas (Lin et al., 1996, Ipek et al., 2003).

Un uso secundario de estos marcadores es la deteccion de clones
gendmicos (Vos et al., 1995; Ipek et al., 2003).

En la Figura. 2.11 se presenta el mecanismo AFLP.
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Figura 2.11. Mecanismo de los AFLPs.

bs. ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD)

Este método no requiere conocimiento previo de la secuencia total del ADN
para amplificar un fragmento especifico, la generacion de marcadores RAPD puede
ser considerada como “la practica de PCR sin una pista”. Debido a la facilidad de
obtener datos a partir de RAPD, este método ha sido empleado en infinidad de
estudios en plantas (Waugh y Powell, 1992; Bachmann, 1994; Nybom, 1994; Smith y
Williams, 1994; Sobral y Honeycutt, 1994; Weising et al., 1995; Karp et al., 1996;
etc.). El método, publicado en 1990 (Williams et al., 1990) utiliza un solo
oligonucledtido de secuencia arbitraria. Un producto PCR es producido cuando, a
una temperatura de hibridacion (alineamiento) apropiada, el oligonucleétido se une a
sitios en cadenas opuestas del ADN que estan dentro de una distancia amplificable,

generalmente menos de 3,000 pares de bases.
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El polimorfismo detectado por estos marcadores en diferentes individuos se
debe a mutaciones o cambios en la secuencia del ADN en las regiones
complementarias al oligonucledtido o bien, en la secuencias cercanas a los sitios de
union (Simpson, 1999; Douglas et al., 2000).

El analisis RAPD usa oligonucleétidos cortos (comunmente de 10 pares de
bases) y temperatura constante de alineamiento (generalmente 34 a 37° C). Los
productos resultantes de la amplificacion son separados en un gel de agarosa- a
1.5 — 2 % y tefidos con bromuro de etidio (EtBr). Las bandas discretas que aparecen
en el gel son contadas y su presencia 0 ausencia se registra como caracteres
binarios en una matriz.

Existen variaciones de este protocolo y éstas incluyen modificaciones en el
perfil de amplificacion, secuencia de los oligonuclettidos, tamafio de éstos, métodos
alternativos en la resolucion de los fragmentos, etc.

Douglas et al. (2000) mencionan que el uso amplio de los RAPDs puede ser
atribuido a que:

- No hay requerimiento del conocimiento de la secuencia de ADN a
estudiar.

. Se utilizan pequefias cantidades de ADN (aproximadamente 25 ng por
reaccion). '

_  La técnica requiere.de poco equipo en el laboratorio y es mas simple
que los RFLPs o microsatélites.

- No necesita pasos previos a su uso, como en los RFLPs, en donde se
lleva a cabo la construccién y estudio de una biblioteca gendmica.

- La deteccion de las bandas en el gel no es radiactiva.

. Se obtiene una buena cantidad de marcadorés usando oligonucleotidos
de facil disponibilidad.

. Su caracter ‘“universal” combinado con muchos loci amplificados,

incrementa la velocidad con la cual los marcadores son estudiados.

Existen algunas limitantes de los RAPDs, como pueden ser: presencia de

ligeras desviaciones de los patrones de la herencia Mendeliana estricta causadas por
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artefactos, variaciones, bandas organelares, interacciones epigenéticas o problemas
de deteccién de homologia (Douglas et al., 2000).

Los principales pasos del mecanismo de los RAPDs se ilustran en la
Figura 2.12.

Bolimerass .

Figura 2.12. Mecanismo de los RAPDs.

A. Paso 1: Desnaturalizacion del ADN. Temperatura entre 94-95° C

B. Paso 2: Unién del oligonucleétido al ADN al azar (alineamiento o hibridacién) aproximadamente
de 35° C.

C. Paso 3: Alargamiento o enlongacién. Temperatura aproximada de 72° C.

D. Obtencion de productos PCR (fragmentos amplificados), por ejemplo al final del ciclo 3.

2.2.3. Algunos trabajos de analisis RAPD para estudiar de la diversidad
genética y reconocer el origen geografico en ajo y otras especies.

Diversos investigadores han estudiado la diversidad genética en ajo
utilizando RAPD: Bradley et al. (1996) analizaron 20 cultivares de ajo australiano y

lograron obtener una clara diferenciacion de los mismos. Shasany et al. (2000), por
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su parte, llevaron a cabo' un estudio similar con 23 cultivares de ajo de India,
encontrando una elevada variacién entre dichos cultivares. Peiwen et al. (2001)
emplearon marcadores RAPD para analizar 31 cultivares de ajo, y encontraron una
evidente diferenciacion genotipica, concluyendo que el analisis RAPD representa una
herramienta Util y. eficiente para clasificar e identificar materiales genéticos de ajo.
Analisis semejantes han sido desarrollados por Eom y Lee (1999) e Ipek et al. (2003)
en cuatro y 45 genotipos de ajo, respectivamente.

Este tipo de marcadores ha sido también de utilidad en la identificacién de
genotipos de otras especies del género Allium, como es el caso de la cebolla (Wilkie
et al., 1993; Havey et al., 1996) y el chalote (Shigyo et al., 2002).

Ademas, han tenido gran aplicacion en estudios de diversidad genética en
otros cultivos como la manzana (Nnadozie et al. 2001; Gonzalez, 2002), fresa
(Zebrowska y Tyrka, 2003), platano (Visser, 2000), coliflor, brécoli (Hu y Quiros,
1994), tomate (Nienhuis y Santos, 1994), lenteja (Sharma et al., 1995), entre muchos
otros.

Etoh y Hong (2001) utilizaron los marcadores RAPD en 20 clonas de ajo
para relacionar la presencia de ciertas bandas generadas por éstos con la
produccién de polen en clonas de ajo fertil.

Los marcadores RAPD han sido empleados para detectar, con ayuda de
andlisis citolégico, la existencia de variacion somaclonal en 35 plantas de ajo.
Ademas, el andlisis RAPD ha generado clasificaciones de materiales de esta
especie, de acuerdo a la produccién de escapo floral, y la agrupacion del precursor
del ajo conocido como A. longicuspis con la variedad ophioscorodon, lo cual confirmo
la cercania taxonomica entre estas dos (Al-Zahim et al., 1997, 1999).

Maas y Klass (1995) analizaron una coleccion de 48 cultivares de ajo de
Asia Central mediante RAPD con el fin de clarificar esquemas antiguos de
clasificacién, como consecuencia de sus resultados, propusieron una clasificacion de
cuatro grandes grupos, concluyendo que el origen y diseminacion de este cultivo se
encuentran relacionados con la distribucion geografica y las distancias genéticas de

los cultivares: ademas, aseveran que, de acuerdo a sus resultados, el analisis RAPD
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provee una representacion cuantitativa y detdllada de la'diversidad genética y de las
distancias en un grupo de cultivares.

En el mismo sentido que el trabajo anterior, Choi et al. (2003) examinaron
recientemente 75 clonas de ajo a través de RAPD, obteniendo una clasificacion de
estos materiales en dos grandes grupos, el primero conformado por las clonas
asiaticas, y el segundo, pdr las clonas europeas, americanas y rusas. Ademas
obtuvieron un alto nivel de similitud entre las clonas procedentes de Corea,
pertenecientes al primer grupo, lo cual revela una tendencia de agrupacién acorde al
origen geografico principalmente.

En los ultimos afios, México esta importando ajo de paises de Sudamérica,
como Chile y Argentina, pero, aunado a esta situacién, se tienen sefiales de que se
estan introduciendo materiales de ajo de forma ilegal de China, ya sea directamente,
o a través de triangulaciones con estos paises sudamericanos. Ademas, el precio al
que se introducen estos materiales es notablemente inferior al que priva en el
mercado nacional, lo que ocasiona graves problemas en la produccién y
comercializacion de esta hortaliza (Mercado, 2002).

De ahi que sea factible utilizar métodos como los marcadores moleculares

RAPD para identificar el origen de los cultivares de ajo y evitar este tipo de practicas.
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar la.diversidad genética de algunas poblaciones de ajo (Allium
sativum L.) cultivadas en México y el origen de diversos materiales de importacion,

utilizando marcadores moleculares basados en ADN de tipo RAPD.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

® Optimizar la técnica de amplificacion al azar de ADN polimorfico (RAPD) para

ajo en el laboratorio.

® Seleccionar aquellos oligonucledtidos que proporcionen mayor nimero de

bandas polimorficas y adecuada resolucion.

® Identificar el polimorfismo genético entre muestras de ajo cultivadas en

México.
® Realizar una comparacion genética de los cultivares establecidos en el pais y

muestras de importacion para identificar el origen geografico de dichos

materiales.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Estrategia experimental
En la Figura 3.1 se presenta el diagrama de flujo de las etapas de que

constoé el presente trabajo de investigacion.

e : w1
Estrategia Experimental
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| l\mplifﬂ:aciéﬁ de ADN
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—,.ons Anéhsw estadlstlcos

Figura 3.1. Diagrama de fiujo de la estrategia experimental.
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3.2. Material biolégico utilizado

Se utilizaron 27 muestras de bulbos de ajo, 17 de ellas fueron
proporcionadas por el Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas y Pecuarias
(INIFAP), Campo Agricola Experimental Bajio, tres fueron donadas por productores y
las siete restantes se obtuvieron mediante colectas en la Central de Abastos de
Querétaro. Algunas de las muestras utilizadas se presentan en la Fig. 3.2, y el
namero de identificacion, el nombre asignado, el origen y el color del bulbo de todas
ellas, se detallan en la Tabla 3.1. Algunas caracteristicas morfolégicas vy fisioldgicas
de los distintos materiales utilizados se enlistan en el Anexo 1.

Las muestras proporcionadas por el INIFAP forman parte de una coleccion
de germoplasma, y representan a algunas de las variedades mas importantes que se
comercializan en el pais. Los nombres ‘Chino’, ‘Coreanco’, ‘Singapur’ indican la
procedencia de los materiales. La muestra ‘Chileno’ ya es cultivada en México desde
la década de los '60, mientras que la muestra ‘Taiwan', procedente de este pais,
desde 1978. El resto de las muestras proporcionadas por INIFAP llevan en su
mayoria nombres de diferentes regiones del pais (Heredia, 2000). .

De las tres muestras donadas por productores de la region (‘Probajio 74’
‘Chileno 2' y ‘California 3'), las dos primeras provienen de la Empacadora Arnime
S.A. de C. V. de Cortazar, Guanajuato, y la ultima de los Hnos. Narvéez A. de
Pabellon de Arteaga, Aguascalientes.

En lo que respecta a las muestras colectadas en la central de abastos, el
criterio de seleccién empleado fue el que se tratara de muestras de importacion o
sospechosas de tener proveniencia de China, Chile o Argentina (paises involucrados
en posibles practicas de dumping). ‘Mendoza 1’ y ‘Mendoza 2' son de importacion de
dicha region de Argentina, ‘Chilerio 2' es de importacion de Santiago de Chile,
‘Oregon’, ‘Loreto’ y ‘Xochimilco’ son muestras que llevan el nombre de esas regiones
de EE.UU. y México, pero mediante entrevistas con los comerciantes de la central de
abastos, se tuvo conocimiento de una probable procedencia ilegal de China de éstas
altimas. Las muestras ‘California 1’ y ‘California 2’ son de importacion de EE.UU. (Y,

~ al igual que ‘California 3', pertenecen supuestamente a esta variedad).
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Figura 3.2. Algunas de las muestras empleadas en este estudio.

Tabla 3.1. ldentificacion y localizacion de las muestras

No. Nombre Fuente Color
1 ‘Chileno’ INIFAP Morado
2 ‘“Texcoco’ INIFAP Jaspeado
3 ‘Huertefio’ INIFAP Jaspeado
4 ‘“Tinglindin’ INIFAP Jaspeado
5 ‘“Taiwan’ INIFAP Jaspeado
6 ‘Chino’ INIFAP Blanco
7 ‘Chapingo-94' INIFAP Jaspeado
8 ‘Chileno Apaseo’ INIFAP Morado
9 ‘Inifap-94’ INIFAP Jaspeado
10 ‘Tocumbo INIFAP Jaspeado
11 | ‘Tacatzcuaro Especial’ INIFAP Jaspeado
12 ‘Coreano INIFAP Blanco
13 ‘Chileno Vikingo 1’ INIFAP Morado
14 ‘Tacatzcuaro’ INIFAP Jaspeado
15 ‘Pebeco INIFAP Jaspeado
16 ‘Celayense’ INIFAP Jaspeado
17 ‘Singapur’ INIFAP Jaspeado
18 ‘Probajio-74’ Empacadora Arnime | Blanco
19 ‘Mendoza 2’ Central de Abastos Blanco
20 ‘Mendoza 1’ Central de Abastos | Blanco
21 ‘Loreto’ Central de Abastos | Jaspeado
22 ‘Oregon’ Central de Abastos | Jaspeado
23 ‘California 2’ Central de Abastos Blanco
24 ‘Xochimilco’ Central de Abastos | Jaspeado
25 ‘California 1’ Central de Abastos Blanco
26 ‘Chileno 2’ Empacadora Arnime } Rosado
27 ‘California 3’ Hmnos. Narvaez Blanco
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Al final de este tiempo, se decanté el sobrenadante y la pastilla (ADN) se
lavé con alcohol etilico a 70 %, se seco al aire y se lavo de nuevo con alcohol! etilico
absoluto, secando por segunda vez. Finalmente, la pastilla se resuspendio en 20 pl
de solucion de ribonucleasa A, a una concentracion de 100 pg/pl en agua esteril.

Para un mejor manejo del ADN, éste se llevd a 50 ul con solucion
amortiguadora TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0) y se almacen6 a 4° C.

3.5. Cuantificacion del ADN

La cuantificacion del ADN se llevd a cabo espectrofotométricamente. Se
midio la absorbancia de la muestra a dos longitudes de onda, a saber: 260 y 280 nm.
La primera longitud se empled para el calculo de la concentracion y la relacion entre
ambas para la pureza. Después se corrid una electroforesis en gel de agarosa a

0.7 % y, de esta manera, se confirmo la calidad del ADN.

3.6.-Analisis RAPD
3.6.1. Seleccion de la temperatura de hibridacion

Debido a que este factor es muy irhportante en la PCR, se probaron dos
temperaturas: 35° C, reportada por Al-Zahim et al. (1997) y 38° C, empleada en

trabajos previos en el laboratorio.

3.6.2. Seleccion de los oligonucleétidos

Se probaron 97 oligonucleétidos de la compafiia Operon Quiagen

(Tabla 3.2), con cuatro muestras de ajo que mostraron caracteristicas morfolégicas y
origenes distintos, éstas fueron: a) ‘Chileno’, b) ‘Taiwan’, c) ‘Chino’ y d) ‘Singapur’. La
seleccién de los olinugonucledtidos se realizé con base en la cantidad de bandas
polimorficas producidas, prefiriendo aquellos que produjeran un mayor nimero; en la
calidad de las mismas, es decir, que tuvieran una adecuada resolucion vy, finalmente,

en la presencia de bandas unicas para una muestra en particular.
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Tabla 4.6. Muestras en que se localizaron bandas Unicas con los distintos
oligonucleétidos empleados

Muestra PM (pb)
‘Xochimilco’ 2072-1500
‘Coreano’ 2072-1500
‘Celayense’ 400
‘Tinglindin’ >2072
‘Celayense’ 500
‘Chileno’ 1200
‘Chileno 2’ 1100
‘Coreano’ 2072-1500
‘Xochimilco’ 1400
‘Tacatzcuaro E' 400
‘Mendoza 1’ >2072
‘Celayense’ 600
*Xochimilco’ 300
‘Singapur’ 600
‘Mendoza 1’ 500
‘California 1’ 500
‘Texcoco' >2072
‘Celayense’ 1000-900
‘Loreto’ 300-200
‘Xochimilco’ >2072
‘California 3’ 2072-1500
‘California 3’ 500
‘Chileno’ 500-400
‘Xochimilco' 2072-1500
‘Xochimilco’ 2072-1500
“Xochimilco’ 1100
‘Mendoza 2’ 2072-1500
‘Chapingo-94’ 1500
‘Loreto’ 600-500
‘Mendoza 2' >2072
‘Chileno’ 2072
‘Chileno’ 1400
‘Coreano’ 1300
‘Probajio-74’ 1000-900
‘Chino’ 700-600
‘Chileno’ 500
‘California 2' 400
'Chileno’ 300
‘Chileno Apaseo’ >2072
‘Loreto’ >2072
‘Loreto’ >2072
‘Chileno Apaseo’ 2072-1500
‘Inifap-94' 2072
‘Chileno Apaseo’ 2072-1500
‘Chino’ 1100
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Figura 4.6. Polimorfismo y presencia de marcadores importantes obtenidos con algunos
oligonucledétidos.

OpN17 (A) para las muestras ‘Chino’ (1), ‘Mendoza 2' (2), ‘Mendoza 1’ (3), ‘Loreto’ (4),
‘Oregon’ (5), ‘Chileno 2’ (6) y ‘California 3’ (7);

OpF12 (B) para ‘Chino’ (1), ‘Coreano’(2), ‘Mendoza 2’ (3), ‘Mendoza 1’ (4), ‘Loreto’ (5),
‘Oregon’ (6), ‘Chileno 2’ (7) y ‘California 3’ (8);

OpG12 (C), para ‘Chino’ (1), ‘Mendoza 1’ (2), ‘Loreto’ (3), ‘Oregon’ (4), ‘Chileno 2’ (5) y
‘California 3’ (6).

4.3. Relaciones genéticas

4.3.1. Método aglomerativo (AGNES)
A partir de la matriz binaria de los datos registrados (ver Anexo 2) y de la de

disimilitud de Jaccard, el método aglomerativo generé un dendrograma (Fig. 4.7) que

separa las muestras consideradas en tres grandes grupos.
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comercializan en el pais. Los ajos que forman este grupo son fundamentalmente de
bulbo de color morado.

El segundo grupo (del 6 al 27) estd constituido por un total de ocho
muestras, entre ellas, las muestras de referencia de China y Corea obtenidas -en
INIFAP, muestras importadas de Santiago de Chile y Mendoza, Argentina, obtenidas
con productores de Guanajuato y Aguascalientes y muestras de supuesta
procedencia del pais y de EE.UU., de sospechosa introduccion ilegal de China,
informacion que fue obtenida mediante entrevistas con los comerciantes en la
Central de Abastos. Los ajos incluidos en este grupo son en su mayoria de bulbo
blanco.

El tercer grupo (del 23 al 25) contiene dos muestras de la variedad
‘California’ de importacién de EE.UU. y una muestra con un supuesto origen de otra
region.del pais.

La disimilitud entre el primer y segundo grupos fue de 0.73 y entre los dos
anteriores y el tercero, de 0.75, siendo esta Ultima, la mayor disimilitud obtenida con
este método. La menor disimilitud fue la de 0.32 entre las muestras ‘Chileno Apaseo’
e ‘Inifap-94'. Choi et al. (2003) reportan una disimilitud de 0.4 entre dos grandes
grupos formados a partir de un total de 75 muestras, pero ellos emplearon el
coeficiente “M” o de afinidad. Ipek et al. (2003), por su parte, obtuvieron una
disimilitud de O entre muestras y de 0.75 (la mas alta) entre los dos grandes grupos
formados mediante el coeficiente de Jaccard, lo que indica que no tuvieron una
adecuada diferenciacién entre muestras al interior de los grupos. Finalmente,
Al-Zahirp et al. (1997), en un estudio para evaluar la diversidad y estudiar las
relaciones genéticas entre el progenitor Allium longicuspis y el resto de los materiales
de ajo, con 27 cultivares de ajo colectados de diferentes partes del mundo, y 26
oligonucledtidos, reportan una disimilitud nula entre dos muestras y de 0.82 (la
mayor) entre dos grandes grupos, utilizando los coeficiehtes de Jaccard y de
afinidad.

El grupo 1 se divide a su vez en dos subgrupos, el primero (1 al 7) contiene
10 genotipos, y va de ‘Chileno’ a ‘Chapingo-94'. Aqui se encuentran dos variedades

originales, es decir variedades introducidas de otros paises sin proceder de
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selecciones de alguna variedad nacional, ‘Chileno’ y ‘Taiwan’, una seleccion .
individual de ‘Chileno’ y siete variedades derivadas de ‘Taiwan'. El segundo subgrupo
va de ‘Chileno Vikingo 1' a ‘Singapur, encontrandose también "una seleccion
individual de la variedad original ‘Chileno’ y tres variedades derivadas de ‘Taiwan'.

En el subgrupo que va del 1 al 7 se puede observar una relativamente
importante cercania genética (disimilitud = 0.32) entre las variedades ‘Chileno
Apaseo’ e ‘INIFAP-94'. Ambas muestras presentan un tamafio mediano de bulbo,
color morado y jaspeado; no obstante, su origen parece ser diferente, pues ‘Chileno
Apaseo’ es derivado de ‘Chileno’ mediante selecciones individuales e ‘INIFAP-84' es
derivado de ‘Taiwan’, también mediante seleccion (Heredia, 2000), por lo cual, en
principio, tendrian que encontrarse en el dendrograma mas cerca de sus respectivos
derivados. También llama la atencién en el subgrupo que va del 13 al 17, la cercania
entre ‘Chileno Vikingo 1' y ‘Tacatzcuaro Especial’ (0.34); el primero presenta un
tamafio de bulbo pequefio de color morado v, el segundo, es méas bien mediano, y de
color “jaspeado”, derivados mediante selecciones de 'Chileno" y ‘Taiwan’,
respectivamente (Heredia y Delgadillo, 2000). El caso se repite para las muestras
‘Chileno’ y ‘Texcoco’, provenientes de variedades diferentes y que se agrupan con
una disimilitud mayor a los otros casos (0.51).

Para tratar de explicar el que variedades con origenes d|ferentes aparezcan
agrupadas muy cercanamente en el dendrograma, seria importante recordar como
se liberaron ‘Chileno Apaseo’, ‘Inifap-94’, ‘Chileno’, ‘Texcoco’, ‘Chileno Vikingo 1"y
“Tacatzcuaro Especial’, ademas de algunos aspectos de la variabilidad en el ajo. En
el ciclo 1978-1979 se llevo a cabo en el INIFAP, Campo experimental Bajio, un
proceso de seleccion clonal individual en la variedad ‘Chileno’, empleando como
criterio principal la seleccion de bulbos con menor numero de dientes con respecto a
la media de la variedad original y, después de seis ciclos consecutivos de selecci()n,
se llegaron a separar los seis mejores clones (selecciones individuales) y dos
compuestos (selecciones masales).

En 1987, las selecciones individuales se Ilberaron con los nombres de
‘Chileno Vikingo 1’, ‘Chileno Vikingo 2" y ‘Chileno Apaseo’. La variedad de Taiwan

comenzo también a mejorarse utilizando el mismo criterio de seleccion que el usado

60



v

para la variedad ‘Chileno’. La variedad ‘Taiwan’ habia sido introducida

comercialmente a México en 1978 y, después de ocho ciclos de seleccion, se

liberaron nuevas variedades, tales como: ‘Tacatzcuaro’, ‘Tinglindin’, ‘Tocumbo’,
‘Texcoco’, ‘Huertefio’, ‘Chapingo-94', ‘INIFAP-94’ y ‘Celayense’ (Heredia Zepeda y
Heredia Garcia, 2000).

Esta informacion permite suponer que, ademas de los parametros
morfolégicos considerados para llevar a cabo la seleccién de clones con mejores
caracteristicas, es de suma ayuda establecer la identidad genética de los materiales,
es decir, contar con informacién molecular como la que es brindada por los RAPD
para asi verificar como se llevan a cabo las agrupaciones a nivel molecular.

También es importante sefialar que el ajo presenta una gran variabilidad
genética incluso al interior de un supuesto clon, muchos estudios han indicado que,
en condiciones de estrés gendémico in vitro, se pueben presentar rupturas en los
cromosomas y, si las posiciones de dichas rupturas se encuentran en regiones
heterocromaticas, esta situacion puede conducir a la aparicion de aberraciones
cromosomicas, tales como translocaciones, inversiones o delecciones (Benzion y
Phillip, 1988; Lapitan et al., 1988). En el ajo, estas regiones heterocromaticas estan
localizadas en los sitios proximales al satélite de los cuatro cromosomas que llevan la
organizacién de la regién nucleolar y soportan la constriccién secundaria (Sato y
Kawamura, 1981). Esta situacion puede explicar que, con el paso del tiempo, esta
susceptibilidad a mutar en el ajo propicie que los materiales antes clasificados
cercanos desde el punto de vista morfologico, al paso del tiempo ya no lo sean,
desde el punto de vista molecular.

Finalmente, es importante comentar sobre la posibilidad de que las muestras
que presentan dicha semejanza genética (disimilitud = 0.32) pudieran pertenecer al
mismo grupo varietal y que por dicha razén se presenten agrupadas cercanamente.

También en este grupo 1 resulta interesante subrayar la disimilitud
observada entre las muestras ‘Tocumbo’ y ‘Tacatzcuaro’ (0.35), lo cual podria
deberse a que ambas muestras son derivadas de la variedad ‘Taiwan’. Ambas

presentan un color jaspeado del bulbo.
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En el grupo 2 destacan las muestras ‘Chino’ y ‘Coreano’ que se agruparon
con una disimiltud de 0.65 y originalmente proceden de China y Corea
respectivamente, aunque se cultivan en México. Estas fueron consideradas muestras
de referencia pues fueron proporcionadas en el INIFAP. En este grupo también estan
presentes las muestras ‘Loreto’ y ‘Oregon’, con una disimilitud entre ellas de 0.51,
ambas fueron obtenidas en la Central de Abastos de Querétaro y se supone eran
provenientes del estado de Zacatecas, México y Oregon, EE.UU. Sin embargo,
después de haber realizado entrevistas con los comerciantes, se tuvo conocimiento
de que estos materiales podrian tener una procedencia ilegal de China y, a causa de
esto, los comerciantes les asignaron los nombres de regiones de México y EE.UU,
tratando de indicar un supuesto origen nacional, para evitar asi, problemas legales.

También en este grupo se encuentran las muestras ‘Chileno 2" y
‘California 3', con una disimilitud entre ellas de 0.6. Cabe recordar que la muestra
‘Chileno 2' es proveniente de Santiago de Chile, supuestamente producida por
Alimentos Chile, S.A., y colectada en la empacadora “Armime” de Cortazar,
Guanajuato. La muestra ‘California 3, por su parte, fue proporcionada por
productores de Aguascalientes. Como se puede observar, ‘Chileno 2', por su
supuesto origen de Chile, deberia tener méas semejanza genética con la variedad
‘Chileno’ cultivada en México desde la década de los '60 (Heredia, 2000), que se
encuentra encabezando el grupo 1 que va de la muestra 1 a la 17 en el
dendrograma, sin embargo, aparece con las muestras originarias de China y Corea.
El hecho de que las muestras ‘Mendoza 1’, ‘Mendoza 2', ‘Chileno 2', ‘Loreto’ y
‘Oregon’ estén agrupadas con las muestras ‘Chino’ y ‘Coreano’ permite suponer que
pudieran tener un origen asiatico. '

Finalmente, el grupo 3, como se recordara, esta constituido por las muestras
‘California 2', ‘California 1’ y ‘Xochimilco’. La disimilitud genética entre ‘California 2' y
‘California 1’ fue de 0.56. Estas muestras fueron colectadas en la Central de Abastos
de Querétaro, ‘California 1’ y ‘California 2' son muestras de la variedad ‘California’ y
son importadas de ese estado. Como se puede observar, ‘California 3' no aparece en
el grupo 3, lo cual sugiere que no tiene el mismo origen genético que ‘California 2y

‘California 1', sino que tiene mas semejanza genética con las muestras de China y
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Corea, mientras que las otras dos si tienen mayor semejanza entre ellas. La muestra
“Xochimilco', que lleva el nombre de esa regién de México, se presumia sospechosa
de ser procedente de China debido a la informacion brindada por los propios
comerciantes de la Central de Abastos. Sin embargo, el que no se haya agrupado
con la muestra de referencia de ese pais indica que tiene un origen diferente y mayor
semejanza con las muestras ‘California 1’ y ‘California 2.

Con respecto a la estructura de agrupacion generada en el presente estudio,
se puede mencionar que Al-Zahim et al. (1997) lograron agrupar las muestras de ajo
de diferentes naciones de acuerdo a la variacién morfolégica, la presencia de escapo
floral y la variedad botanica, pero no indicaron la relacion de estos factores con el
origen geogréafico como se discute en este trabajo. Maas y Klass (1993) lograron
establecer grupos de acuerdo al origen geogréfico y la especie.

En este estudio los tres grandes grupos formados en el dendrograma,
ademas de estar agrupados de acuerdo al origen geografico como se comentd
anteriormente, comparten algunas caracteristicas fnorfolégicas y fisioldgicas al
interior de los grupos, podemos destacar que en el primer grupo (del 1 al 7) los ajos
presentan en su mayoria bulbos jaspeado y un namero en dias requeridos para
llegar a un desarrollo completo del brote interno en un rango de 26 a 43 en su
mayoria; el segundo grupo {6 al 27) son ajos en su mayoria de bulbo blanco y con
dias requeridos para desarrollo completo de brote interno de 70 a 77; finalmente el
grupo 3 (de 23 al 25) incluye ajos de bulbo jaspeado a blanco, y un rango de dias

para el desarrollo total de brote interno de 71 a 72 (ver Anexo 1).

4.3.2. Método divisivo (DIANA)

El método divisivo (DIANA) gener6 un dendrograma (Fig. 4.8) muy similar al
obtenido por el método AGNES, la menor disimilitud presentada fue de 0.32 entre las
muestras ‘Chileno Apaseo’ e ‘Inifap-94’, al igual que con el método AGNES; v la
mayor fue de 0.81. Las pequefias diferencias que se tienen, son: en primer lugar,
dentro del grupo 1 (muestras en su mayoria nacionales) la muestra ‘Tinglindin’ se

agrupa con ‘Taiwan’, con una disimilitud de 0.46, mientras que en el AGNES

i
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La Tabla 4.7 presenta las bandas que utilizé el analisis MONA para generar
la estructura divisiva presentada anteriormente. Estas bandas son consideradas por
el analisis como las variables requeridas para llevar a cabo las divisiones de la
poblacion en seis pasos sucesivos. El namero total de estas variables fue de 26,
cada variable corresponde a una banda de ADN, pero algunas bandas fueron
dtilizadas en mas de una divisién, de ahi que en la tabla se presentan sélo 19

variables correspondientes a las 19 bandas.

Tabla 4.7. Bandas empleadas para las divisiones en el analisis MONA

No. Banda  Oligonucleétido que la generd

1 OpB16
2 OpB16
3 OpB16
5 OpB16
7 OpB16
8 OpB16
10 OpB16
14 OpB16
16 OpB16
24 OpC07
31 OpCo07
35 OpF12
42 OpF12
44 OpF12
47 OpM17
56 OpM17
82 OpCO09

OpC13

OpNO7

El namero con que se designan corresponde a la posicion que tienen en la
tabla de contingencia. Se tiene asi que: la banda 1 se utilizé tres veces en el paso de
separacion 5, la banda 3 dos veces en los pasos de separacién 4 y 6, la banda 7 tres
veces en los pasos 4y 5, la banda 24 dos veces en el paso 3, y finalmente, la banda
31 en los pasos 4 y 5. El resto de las bandas fueron utilizadas sélo en un paso de
separacion, la banda 350 en el paso 1,1a42y 160 enel 2,la35y82enel3, la 2,8,
31,44,47,y56,enel4,1a5, 10y 16 en el 5, y finaimente, la banda 16 en el paso 6.
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La banda 350, de un peso molecular mayor a 2072 pb, estuvo ausente en
las muestras ‘Chileno’, ‘Texcoco’, ‘Huertefio’, ‘Tinglindin’, ‘Chapingo-94', ‘Tocumbo’,
Tacatzcuaro’, ‘Chileno Apaseo’, ‘Inifap-94', ‘Chileno Vikingo 1, ‘Pebeco’,
“Tacatzcuaro Especial’, ‘Probajio-74', ‘Celayense’, ‘Singapur’ y ‘California 1’,
integrantes del primer grupo y presente en las muestras ‘Chino’, ‘Coreano’,
‘Mendoza 2', ‘Mendoza 1', ‘Loreto’, ‘Oregon’, ‘Chileno 2', ‘California 2','California 3' y
“Xochimilco’, integrantes del segundo grupo y esto, en la primera gran division que se
observa en la estructura. Resulta interesente subrayar que en la separaciéon de las
muestras por esta banda aparecen, por un lado, aquellos genotipos que, en una
prueba a pequefia escala realizada en el laboratorio, estuvieron, en su mayoria en un
menor rango de dias para llegar a 100 % de desarrollo de brotacion interna y, por el
otro, los que presentaron un rango mayor (ver Anexo 1). Estudios mas profundos, a
mayor escala y considerando los factores ambientales que afectan el requerimiento
de dias de brotacion, ayudarian a esclarecer si esta banda pudiera ser un marcador
relacionado a dicho parametro.

Ademas de la banda 350 es importante mencionar a las bandas 160y 42, de
1300-1200 y 800-700 pb respectivamente, la primera ocasiono la division del grupo 1
en dos subgrupos, el primero integrado por: ‘Chileno’, ‘Texcoco’, ‘Huertefio’,
‘Tingliindin’, ‘Chapingo-94’, “Tocumbo', ‘Tacatzcuaro’, ‘Chileno Apaseo’, ‘Inifap-94’; el
segundo integrado por: ‘Chileno Vikingo 1", ‘Pebeco’, ‘Tacatzcuaro Especial’,
‘Probajio-74’, ‘Celayense’, ‘Singapur’, ‘California 1'. En este punto es importante
comentar que en la separacion de las muestras por esta banda estan presentes, en
un grupo, aquellos genotipos en su mayoria con un rango alto de peso de bulbo y en
el otro, los que fundamentalmente tuvieron un rango menor (ver Anexo 1). Cabe
mencionar que dicha caracteristica de peso aunque esta ligada al cultivar, puede ser
modificada por el medio ambiente:

La banda 42, por su parte, divide al segundo grupo de la primera division en
dos subgrupos, €l primero formado por. ‘Chino’, ‘Coreano’, ‘Mendoza 2’, ‘Mendoza 1,
‘L oréto’, ‘Oregon’; y el segundo por: ‘Chileno 2. ‘California 2', ‘California 3,
“Xochimilco'. Los bulbos de las muestras presentes en el primer grupo fueron en su

mayoria grandes y los del segundo grupo medianos y algunos grandes (ver
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Anexo 1). Es importante mencionar que el tamano del bulbo, es un parametro que se
ve afectado por la influéncia de diversos factores ambientales sujetos aun a estudio.
El resto de las bandas contintian dividiendo los grupos sucesivamente, hasta
que cada muestra queda separada una de la otra.
Como se puede observar, los grupos que se van formando en cada division

siguen un patron similar que en los métodos AGNES y DIANA.
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V. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir lo siguiente:

Para la extraccion de dicho ADN es recomendable utilizar hojas de 20 a
30 cm. de largo, pues se obtiene un mejor rendimiento de ADN.

La concentracion de ADN obtenida en tejido foliar fresco a partir de distintas
muestras de bulbos de ajo fue de un promedio de 5012.4 + 137.0 ng/pl.

La temperatura de hibridacion de 38° C resulté ser 1a mejor para amplificar
ADN de ajo en el laboratorio.

De los 97 oligonucledtidos que se probaron, aquellos que proporcionaron el
mayor nimero de bandas polimorficas, bandas unicas y de adecuada resolucion
fueron OpAO1, OpB16, OpCO05, OpCO7, OpC09, OpC13, OpDO03, OpF12,
OpF16, OpG11, OpG12, OpM17, OpNO01, OpN03, OpNO07, OpN14, OpN17,
OpN19, Op0O18 y OpACO2. Estos podrian utilizarse en posteriores “estudios de
diversidad genética en ajo.

El analisis RAPD permitié detectar polimorfismo en las muestras de ajo
analizadas; ya que se obtuvieron 442 bandas totales con 20 oligonucledtidos; de
éstas, 430 (97.28%) fueron polimérficas (dentro de éstas, 75 fueron Unicas) y 12 .
fueron monomorficas (2.72%). El peso molecular de estas bandas varié desde 100
hasta 2072 pb.

Los oligonucledtidos OPF12, OPG12 vy OpN17 generaron algunos
marcadores para las muestras de China, Corea, las de importaciéon de Argentina y
Chile, junto con las muestras colectadas en el mercado de Abastos sospechosas de
introduccion ilegal de China, estos marcadores pueden ser utiles en la identificacion
de materiales de ajo introducidos al mercado nacional, pues podrian estar
relacionados con un origen asiatico.

Las bandas tnicas obtenidas en este estudio pueden ser de gran-utilidad en
trabajos posteriores, para desarrollar la huella genética de materiales de interés. La

presencia de estas bandas en algunas muestras de interés resulto de suma
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importancia en la seleccion de oligonucledtidos y en la diferenciacion genética de las
muestras. '

Los métodos AGNES y DIANA generaron dendrogramas en los que se
formaron tres grupos de acuerdo al origen genético y geografico de las muestras.

El hecho de que en el segundo grupo se encontraran las muestras de.
referencia de China y Corea, junto con las rpuestras de importaciéon de Argentina y
Chile, ademas de muestras de sospechosa introduccion ilegal de China con nombres
de “supuestas” regiones de México y EE.UU.; sugiere que estas Ultimas pudiéran
tener procedencia asiatica, lo cual apoya la hipétesis de que si se esta introduciendo
ajo de manera ilegal a nuestro pais, 0 a través de triangulaciones mediante paises
terceros.

La mayor disimilitud obtenida en los dendrogramas generados por los
métodos AGNES y DIANA fue comparable (0.75 y 0.81, respectivamente).

La menor disimilitud con ambos métodos se obtuvo con las muestras
‘Chileno Apaseo’ e ‘Inifap-94’ (0.32).

E! hecho de que se haya obtenido una disimilitud relativamente pequefa
entre muestras de diferente procedencia; muestra que, ademas de los parametros
morfoldgicos considerados en la seleccion de clones, también es de suma ayuda
establecer la identidad genética de los materiales, es decir, contar con informacion
molecular como la que es proporcionada, por ejemplo, por los RAPD. Ademas, la
susceptibilidad a mutar en el ajo puede ocasionar que los materiales que antes se
consideraran cercanos desde el punto de vista morfologico, al paso del tiempo ya no
sea asi, desde el punto de vista molecular; o como otra hipotesis, pudiera ser que la
cercania genética se debiera a un grupo varietal comun.

En el analisis monotético, la banda 350, de un peso molecular superior a
2072 pb, y obtenida -con el oligonucléotido OpNO07, dividi6 las muestras en dos
grupos: el de las muestras de México y el grupo de las muestras fundamentalmente
de China, Corea y aquellas de importacion, asi que esta banda podria tener
importancia para identificar materiales de sospechosa procedencia ilegal.

Ademas, el hecho de que esta banda estuviera ausente en aquellos

genotipos que requirieron un menor nimero de dias para llegar a 100 % de
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desarrollo de brote interno y, presente en los que requirieron un rango mayor,
sugiere que ésta pueda ser un marcador relacionado con el tiempo de brotacion que
el ajo requiere. Sin embargo, para demostrarlo, se necesitan estudios mas
profundos, a mayor escala y considerando los factores ambientales que afectan el
requerimiento de dias de brotacion.

Los tres algoritmos de agrupacion (AGNES, DIANA y MONA) generaron
estructuras de agrupacion con una tendencia similar, lo cual refleja consistencia en
los datos analizados.

Los resultados obtenidos muestran que el andlisis RAPD puede ser una
herramienta para identificar el origen genético y geografico de las variedades de ajo
de nuestro pais, de aquellas provenientes del extranjero y también de las de ser
sospechosas de haber sido introducidas de manera ilegal; esto con el fin de proteger
el mercado nacional de practicas de dumping y asi, evitar que la produccion de ajoy
la superficie sembrada en México de esta importante hortaliza siga cayendo
drasticamente como ha ocurrido en los ultimos afnos.

Finalmente, para futuros trabajos de investigacion se recomienda realizar la
huella genética de variedades lideres cultivadas en México, China, Chile y Argentina
.y buscar las bandas de estas variedades en los materiales introducidos al pais con
procedencia de naciones sudamericanas como Chile y Argentina, y materiales de
importacién en general, realizando muestreos periddicos en coordinacién con los
responsables de las centrales de abastos de México y otros mercados, con el fin de
obtener la suficiente variedad y cantidad de muestras requeridas.

De la misma manera, también seria importante trabajar en coordinacion con
las autoridades gubernamentales relacionadas con el asunto del dumping y con la
entrada de esta hortaliza al pais, a fin de que todo esto se traduzca en una accion
concreta para la defensa de los intereses, tanto de productores como del pais

mismo.
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Anexo1. Caracteristicas morfoldgicas vy fisioldgicas de los genotipos de ajo utilizados

en el presente trabajo.

Nota: Mediciones realizadas a pequefia escala

. ALTURA/ |DIAMETRO/ PESO(g)/|No. DIENTES/|No.
MUESTRA |TAMANO|BULBO (cm)/BULBO (cm)| COLOR | BULBO BULBO |IB100%
‘Chileno’ Mediano 5.76 5.76 Morado 59 19 30
‘Texcoco’ Mediano 4.96 5.76 Jaspeado| 67.7 11 34
‘Huerteno’ Mediano 5.02 6.24 Jaspeado| 72.4 14 30
‘TingUindin’ Mediano 5.36 5.88 Jaspeado| 83.4 14 36
Taiwan’ Mediano 4.82 5.42 Jaspeado| 67.2 12 34
‘Chapingo-94’ Mediano 4.46 5.42 Jaspeado| 67.7 7 40
‘'Tocumbo’ Mediano 4.88 5.9 Jaspeado| 62.8 8 33
‘Tacéactzcuaro’ Grande 7.22 6.34 Jaspeado| 83.8 9 33
‘Chileno Apaseo’ |Mediano 4.36 5.5 Morado 44 14 61
‘Inifap-94' Mediano 4.84 6.2 Jaspeado| 55 13 60
‘Chileno Vikingo 1'|Peguefio 4.82 3.32 Morado 40.3 10 37
'Pebeco’ Mediano 4.76 5.78 Jaspeado| 73.9 12 43
‘Tacactzcuaro E’ |Mediano 4.56 5.64 Jaspeado| 68.1 10 32
‘Probajio-74’ Pequeiio 3.12 4.38 Blanco | 20.13 7 26
‘Celayense’ Mediano 4.66 5.68 Jaspeado| 67.4 13 31
II'Singapur’ Mediano 4.1 5.44 Jaspeado| 44.83 11 37
‘California 1’ Mediano 4.32 5.27 Blanco 63.3 13 77
‘Chino’ Grande 7.24 6.32 Blanco | 102.375 15 77
‘Coreano’ Grande 7.68 6.65 Blanco | 95.83 12 77
‘Mendoza 2' Grande 7.1 6.5 Blanco 76.3 11 70
‘Mendoza 1' Grande 7.32 6.78 Blanco | 79.16 11 71
‘Loreto’ Grande 6.92 6.1 Jaspeado| 77.41 12 75
‘Oregon’ Grande 7.12 6.54 Jaspeado| 75.61 13 74
‘California 2' Pequefio 3.23 4.37 Blanco 41.6 11 76
‘Xochimilco’ Grande 7.45 6.42 Jaspeado| 94.66 14 72
‘Chileno 2’ Mediano 491 5.5 Rosado | 67.15 12
Mediano 4.27 6.27 Blanco | 60.256 11

* Namero de dias que tardé en desarrollarse completamente el brote dentro del diente,

donde IB = indice de brotacion.
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Anexo 2. Matriz binaria con registro de ausencia y presencia de las bandas

obtenidas con la totalidad de las muestras y de los oligonucledtidos.
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Nota: El nimero 1 indica la presencia de una banda y 0 la ausencia.
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