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ABSTRACT

Cavagnaro P. F. y Burba J. L. (Ex aequo).
(2022). Genetic and environmental factors
influencing garlic anthocyanin pigmentation:
a review. Horticultura Argentina 41 (106):
103-123.
http://id.caicyt.gov.ar/ark:/s18519342/shyxe
haz7

In some types of garlic (Allium sativum), and
specifically for the Argentine classification,
those that correspond to ecophysiological
groups Il (pink garlic), Illa (purple garlic)
and 1V (red and brown garlic), the presence
of an intense coloring, red or purple, in the
bulb cataphylls and clove protection leaves,
is a highly appreciated quality factor in some
markets. This coloring is due to the
accumulation of anthocyanins in these
tissues. Several factors seem to condition the
biosynthesis and accumulation of
anthocyanins in garlic bulbs, including the

genotype, biotic- (e.g., attacks by
phytopathogens and insects) and abiotic
stress (e.g., low temperatures), agricultural
practices (e.g., soil fertilization, date of
planting, refrigeration of the bulbs prior to
planting, and post-harvest  storage
conditions), as well as climatic and edaphic
characteristics (e.g., pH and soil texture).
Bibliography on this subject is not abundant,
it is mainly published in local journals, and it
is not easily accessible. The aim of this
review was to compile and critically discuss
the available information on the various
factors affecting anthocyanin pigmentation
in garlic. This information may be of interest
to breeders and producers seeking to obtain
garlics with intense coloring, to satisfy some
markets and consumer preferences.

Keywords: Allium sativum, abiotic stress,
pigment, phenolic compounds, red garlic.
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RESUMEN

Cavagnaro P. F. y Burba J. L. (2022). (Ex
aequo). Factores genéticos y ambientales
que influencian la pigmentacién con
antocianinas en ajo: una  revision.
Horticultura Argentina 41 (106): 103 — 123.
http://id.caicyt.gov.ar/ark:/s18519342/sbyxe
haz7

En algunos tipos de ajo (Allium sativum), y
concretamente  para la  clasificacion
argentina, aquellos que corresponden a los
grupos ecofisioldgicos Il (ajo rosado), Illa
(ajo morado) y IV (ajo colorado y castafio),
la presencia de una coloracion intensa, roja o
morada, en las catafilas del bulbo y hojas de
proteccion del diente, es un factor de calidad
altamente apreciado en algunos mercados.
Dicha coloracion se debe a la acumulacion
de antocianinas en estos tejidos. Varios
factores parecen condicionar la biosintesis y
acumulacién de antocianinas en bulbos de
ajo, incluyendo el genotipo, estrés bidtico
(e.g., ataques de fitopatdgenos e insectos) y

abiotico (e.g., bajas temperaturas), practicas
agricolas (e.g., fertilizacion de suelos, fecha
de plantacion, frigorificacion de los bulbos
previo a la plantacion, y condiciones de
almacenaje  postcosecha), asi  como
caracteristicas climaticas y edéaficas (e.g., pH
y textura del suelo). La bibliografia sobre
este tema no es abundante, se encuentra
principalmente publicada en revistas locales,
y no es facilmente accesible. El objetivo de
esta revision fue compilar y discutir
criticamente la informacién disponible sobre
los distintos factores que afectan Ila
pigmentacion con antocianinas en ajo. Dicha
informacién puede ser de interés para
mejoradores y productores que buscan
obtener ajos con intensa coloracién, para
satisfacer algunos mercados y preferencias
del consumidor.

Palabras claves: Allium sativum, estrés
abiotico, pigmentos, compuestos fendlicos,
ajo colorado.

1. Introduccién

La pigmentacion con antocianinas en bulbos de ajo (Allium sativum L.), concretamente en las
hojas externas envolventes del bulbo (de aqui en adelante llamadas catafilas del bulbo) y/o en la
hoja de proteccion del diente o bulbillo (el propagalo béasico de multiplicacion del ajo), en
adelante Ilamadas catafilas del diente, es un caréacter condicionado por factores genéticos y
ambientales. La acumulacion de estos pigmentos en los tejidos mencionados conlleva a la
aparicion de tonalidades rojizas, violetas, moradas y rosadas, bajo diferentes patrones de
distribucion, desde levemente variegados a coloraciones uniformes en todo el tejido, presentando
diferentes intensidades, debido principalmente al contenido de pigmento. En los llamados ajos
morados, correspondientes al grupo ecofisioldgico (GE) Illa en la nueva clasificacion argentina
(Portela, 2013), ajos colorados (GE IVa y IVb) y ajos castafios (GE I\Vc), la presencia de color
intenso es un factor de calidad, apreciado en algunos mercados de exportacion del ajo argentino,
como es el caso de Brasil. Varios factores parecen condicionar la biosintesis y acumulacién de
antocianinas en los bulbos, incluyendo el genotipo, estreses bidticos (e.g., ataques de
fitopatdgenos e insectos) y abidticos (e.g., bajas temperaturas), practicas de cultivo (e.g.,
fertilizacion, fecha de plantacion, frigorificacion de los bulbos previo a la plantacion, y
condiciones de almacenaje postcosecha), asi como caracteristicas climaticas (e.g. temperatura,
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humedad) y edéaficas (e.g., pH y textura del suelo). Un buen entendimiento sobre como inciden
estos factores en la pigmentacidn permitiria manejar criterios para la elecciéon de cultivares y de
practicas de cultivo que promuevan el desarrollo de color en bulbos y dientes de esta hortaliza. La
informacion disponible en la bibliografia dista de ser completa, y se encuentra —en buena parte-
publicada en revistas de divulgacion cientifica de escasa difusion, y no profundiza a nivel
mecanistico sobre como inciden estas variables en la produccién de pigmentos, a nivel
bioquimico o molecular.

El objetivo de esta revision es analizar criticamente la informacién disponible sobre los distintos
factores que afectan la pigmentacion del ajo con antocianinas, que sirva como marco de
referencia para planificar futuros estudios sobre este tema.

2. Metodologia

Se realizd un analisis de la bibliografia disponible sobre la cadena agroalimentaria del ajo, con
especial énfasis en los aspectos de pigmentacion con antocianinas, como herramienta de consulta
para productores y mejoradores que buscan exaltar este caracter en el ajo, para incrementar su
demanda y valor comercial. La presente revision comprende informacion generada por la
Estacion Experimental Agropecuaria La Consulta (en adelante EEA La Consulta), del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria del Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca de
Argentina (en adelante INTA), y en diversos trabajos sobre la tematica publicados en revistas
nacionales e internacionales. La informacién recabada fue analizada y discutida criticamente. La
misma representa una actualizacion hasta la fecha del conocimiento disponible en estos medios,
sobre antocianinas de ajo.

El trabajo consta de las siguientes secciones: ruta biosintética, estructura molecular, propiedades
y cuantificacion de las antocianinas y factores que influencian la presencia y contenido de
antocianinas en ajo.

3. Ruta biosintética, estructura molecular, propiedades y cuantificacion de las antocianinas

Las antocianinas son pigmentos  hidrosolubles, que se hallan en las vacuolas de
las células vegetales y que otorgan tonalidades rojas, purpuras o azules a hojas, flores y frutos de
un gran numero de especies vegetales. Desde el punto de vista quimico, las antocianinas
pertenecen al grupo de los flavonoides y son glucésidos de las antocianidinas; es decir, estan
constituidas por una molécula de antocianidina, Ilamada ‘aglicona’, a la que se le pueden unir
diferentes azlcares por medio de enlaces glucosidicos, y acidos orgéanicos alifaticos. De las
antocianidinas que actualmente se conocen, las mas abundantes en la naturaleza son —en orden
decreciente- cianidina, delfinidina, pelargonidina, peonidina, malvidina y petunidina, cuyos
nombres derivan de la especie vegetal de donde se aislaron por primera vez. Los principales
azucares simples que comdnmente se encuentran conformando la estructura de las antocianinas
son glucosa, ramnosa, galactosa, xilosa, arabinosa y —con menor frecuencia- gentobiosa, rutinosa
y soforosa (He & Giusti, 2010). A su vez, una amplia variedad de acidos organicos (como, por
ejemplo, los acidos feralico, sinapdico, cumarico y malonico, entre otros), puede formar parte de
la estructura de estos pigmentos. Las mdltiples combinaciones de éstas con los diferentes
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azUcares y acidos organicos generan las mas de 700 antocianinas descriptas en la naturaleza hasta
la fecha.

El color de las antocianinas depende de varios factores intrinsecos, como son los sustituyentes
quimicos que contengan y sus posiciones en el grupo flavilio. Por ejemplo, si se aumentan los
hidroxilos del anillo fendlico se intensifica el color azul, mientras que la introduccion de grupos
metoxilos provoca la formacion del color rojo. EI pH del medio en que los ajos se cultivan
influye sobre su coloracion, virando a tonalidades rojas en medios acidos y a azules en medios
alcalinos (He & Giusti, 2010; Aguilera Ortiz et al., 2011).

La estabilidad quimica de estos pigmentos estd condicionada por factores relacionados a su
estructura quimica y a las condiciones del medio en que se encuentran. Entre los primeros, el
nivel de glicosilacién y acilacion [i.e., la cantidad de azUcares y &cidos alifaticos (grupos acilos)
adheridos a la antocianidina], tiene una relacion directa con la estabilidad de las antocianinas
(Giusti & Wrolstad, 2003; Curaba et al., 2020; lorizzo et al., 2020; Pérez et al., 2022). Por otro
lado, estos pigmentos son mas estables cuando se encuentran a bajas temperaturas, en medio
acido y protegidos de la alta intensidad luminica (Perez et al., 2022). La presencia de ciertos
compuestos en el medio en que se encuentran las antocianinas, como por ejemplo, otros
compuestos fendlicos no antocianicos (e.g., acido clorogénico, quercetina, etc.), contribuyen
también a su estabilidad mediante un proceso denominado ‘co-pigmentacion’ (Mazza &
Brouillard, 1990).

Las antocianinas y otros flavonoides comparten la misma via biosintética, que deriva a su vez de
la ruta fenilpropanoide. La actividad de los diferentes componentes de la ruta de los flavonoides
(i.e., genes reguladores y estructurales de la biosintesis de antocianinas y sus multiples enzimas y
sustratos involucrados resultantes) en las diferentes variantes vegetales determinara el tipo de
antocianinas finalmente sintetizadas y sus propiedades biolégicas, segin su estructura molecular
y las condiciones del medio celular en el interior la vacuola, donde se acumulan (Kitamura 2006).
En la figura 1 se presenta un esquema general de la ruta de sintesis de los flavonoides en plantas,
incluyendo las antocianinas.

3.1. Funciones y propiedades:

Las antocianinas cumplen mdaltiples funciones en las plantas, incluyendo la de proteccién contra
la radiacion ultravioleta, atraccion de animales e insectos para la polinizacion y dispersion de
semillas, y atenuacion de varios estreses bidticos y abidticos, como sequia, salinidad, dafios por
heridas, exposicion a bajas temperaturas y ataques de fitopatdgenos (revisado por Shirley, 1996).
Desde el punto de vista nutricional, el consumo de antocianinas estd asociado a numerosos
beneficios para la salud, entre los que se incluyen reduccién del riesgo de accidentes
cardiovasculares (Reis et al., 2016; Krga & Milenkovik, 2019), mejoramiento del metabolismo y
la regulacion del azucar en sangre (Belwal et al., 2017; Les et al., 2021), prevencion de artritis
autoinmune (Min et al., 2015), reduccion del riesgo de padecer algunos tipos de canceres (Lin et
al., 2017; Zhao et al., 2019; Diaconeasa et al., 2020), reduccion de la obesidad y la inflamacion
sistémica (Lee et al., 2017), y prevencion y retraso del deterioro cognitivo y enfermedades
neurodegenerativas (Boespflug et al., 2018; Zhang et al., 2020; Krikorian et al., 2022).
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Figure 1: Schematic representation of the anthocyanin biosynthesis pathway. PAL,
phenylalanine ammonia-lyase; C4H, cinnamate 4-hydroxylase; 4CL, 4-coumarate CoA ligase;
CHS, chalcone synthase, CHI, chalcone isomerase; F3H, flavanone 3-hydroxylase; FLS, flavonol
synthase; F3’H, flavonoid 3’- hydroxylase; F3’5’H, flavonoid 3’,5’-hydroxylase; DFR,
dihydroflavonol 4-reductase; LDOX, leucoanthocyanidin dioxygenase; UFGT, UDP-glucose-
flavonoid 3-O-glucosyl-transferase; MT, methyltransferase (modified from Cavagnaro & lorizzo,
2019).

Figura 1: Esquema general de la ruta de biosintesis de antocianinas y otros flavonoides.

PAL, fenilalanina ammonio liasa; C4H, cinnamato 4-hidroxilasa; 4CL, 4-coumarato CoA ligasa;
CHS, chalcona sintasa, CHI, chalcona isomerasa; F3H, flavanona 3-hidroxilasa; FLS, flavonol
sintasa; F3’H, flavonoide 3’- hidroxilasae; F3’5’H, flavonoide 3’,5’-hidroxilasa; DFR,
dihidroflavonol 4-reductasa; LDOX, leucoantocianidina dioxigenasa; UFGT, UDP-glucosa-
flavonoide 3-O-glucosiltransferasa; MT, metiltransferasa (modificado de Cavagnaro & lorizzo,
2019).
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3.2. Antocianinas de ajo:

En catafilas de bulbillos de ajo, los antocianos reportados corresponden a glucosidos de cianidina
libres y glucdsidos de cianidina unidos a una o dos moléculas de malonato, predominando estos
altimos por sobre las formas libres no aciladas (Du & Francis, 1975; Fossen & Andersen, 1997).
En la figura 2 se muestra la estructura quimica de las antocianas identificadas en catéfilas de
dientes de ajo. Sin embargo, en las catafilas coloreadas del bulbo de un genotipo diferente, no
relacionado a los anteriores, se identificaron —ademas de las antocianinas maloniladas reportadas
por Du & Francis (1975) y Fossen & Andersen (1997)- antocianinas aciladas por grupos acetilos,
solo 0 en combinacién con grupos malonilos (Dufoo-Hurtado et al., 2013). Concretamente, los
nuevos pigmentos identificados fueron ‘cianidina-3-O-(3’’-acetil) glucosido’ y ‘cianidina-3-O-
(6°’-malonil acetil) glucdsido’.

Tanto la glicosilacion (union de azucares a la antocianidina) como la acilacion con &cidos
alifaticos, como los acidos maloénico y acético, confieren mayor estabilidad quimica a estos
pigmentos, evitando asi que se degraden en forma excesiva (Cavagnaro & lorizzo, 2019).

Cianidina

Rl =H, R:.'. =H

R, = malonyl, R, = H

R, = H, R; = malonyl

R, = malonyl, Ry = malonyl

Figure 2: Molecular structure of garlic anthocyanins. Four cyanidin glicosides have been
reported in garlic, each of them with varying patterns of substitution with ‘malonic acid’ and/or
‘H’ moieties in the R1 and Rz residues of the sugar molecule. Image modified from Fossen &
Andersen (1997).

Figura 2: Estructura molecular de antocianinas de ajo. Cuatro glucésidos de cianidina se han
descrito en ajo, cada uno con sustituciones en los residuos R1 y R> de la molécula de azlcar por
‘acido malonico’ y/o ‘H’, de acuerdo a la figura. Imagen modificada de Fossen & Andersen
(1997).

Si bien no se han dilucidado aun los mecanismos moleculares ni los genes especificos que
regulan la pigmentacion del ajo con antocianinas, en cebolla morada (Allium cepa L. var. cepa) se
ha descrito un factor de transcripcion MYB que controlaria la expresion de los genes estructurales
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de la ruta de antocianinas, necesarios para la biosintesis y acumulacion de estos pigmentos en las
catafilas protectoras (Schwinn et al., 2016). Debido a la cercania filogenética entre ambas
hortalizas del género Allium, es posible que genes ortdlogos al gen MYB de cebolla tengan un rol
similar en ajo. Por otro lado, en otra hortaliza denominada “shallot” (Allium cepa L. var.
aggregatum), cercanamente relacionada a la cebolla; se han identificado seis genes estructurales
de antocianinas como posibles candidatos involucrados en su sintesis (Masuzaki et al., 2006).
Cabe mencionar que estas hortalizas (Allium spp.), asi como también A. altaicum y A,
schoenoprasum, poseen perfiles de antocianinas similares a los del ajo, con fuerte predominancia
de glucosidos de cianidina acilados con malonato (Fossen et al., 1996; Masuzaki et al., 2006).

3.3. Identificacion y estimacion del contenido de antocianinas en ajo:

La forma ideal para la identificacion de los distintos pigmentos antocianicos es a traves de su
analisis por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), acoplado a uno o mas
espectrometros de masa. Este método de HPLC-MS/MS permitié identificar los diferentes
pigmentos antocianicos en catafilas de dientes (Fossen & Andersen, 1997) y de bulbos de ajo
(Dufoo-Hurtado et al., 2013). Para la cuantificacion de los pigmentos individuales se utiliza
ademas un standard de referencia a concentracion conocida, que permita estimar, en base a las
areas bajo la curva de los diferentes picos en el cromatograma de HPLC (en comparacién con el
area bajo la curva del estandar), la concentracion de los diferentes compuestos.

Un método mas simple y menos preciso de estimacion del contenido total de antocianinas es a
través de espectrofotometria, como el método de pH diferencial (Giusti & Wrolstad, 2003).
Notese que este tipo de métodos no permite cuantificar ni identificar pigmentos individuales, sino
estimar la concentracion total de antocianinas en una muestra. Usando esta técnica, Dufoo-
Hurtado et al. (2013) estimaron el contenido promedio en catéfilas de bulbos de ajo del cultivar
‘Coreano’ al momento de cosecha en 0.103 mg de antocianinas (expresado como equivalentes de
cianidina) por gramo de peso seco (mg EC/g ps).

Una forma muy répida y econémica de estimar la intensidad y tonalidad del color en ajo, aunque
menos precisa que los métodos analiticos mencionados anteriormente, es a través de
comparaciones visuales con una paleta de colores, empleando el software Freehand 8, que
permite hacer el registro de las proporciones de los componentes CMYK (cian, magenta, amarillo
y negro), para lograr una precisa identificacion de cada color (Figura 3). Posteriormente a la
identificacion CMYK de los colores de la mencionada cartilla, se traduce al correspondiente
registro de caracterizacion de datos CMYK estandar de la “Euroscale”. Este método ha sido
utilizado para caracterizar rapidamente el color de bulbos y dientes de cultivares argentinos de ajo
(Nieva et al., 2013).
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Figure 3: Color palette used for the characterization of color attributes in garlic bulbs and cloves.
Reproduced from Nieva et al. (2013).

Figura 3: Cartilla de colores para la caracterizacion de la coloracion en bulbos y “dientes” de ajo.
Reproducido de Nieva et al. (2013).

4. Factores que influencian la presencia y contenido de antocianinas en ajo

4.1. Genotipo:
Bajo las condiciones de la region andina central de Argentina, los ajos colorados (GE 1Va y 1Vb)

no poseen pigmentos en las hojas envolventes del bulbo o dichos pigmentos aparecen con baja
intensidad, mientras que si los tienen en disposicion variegada intensa los morados (GE llla), y
con menor intensidad los blancos (GE I11b) y castafios (IVc) (Figura 4).

Castano INTA (GE IVc)

Figure 4: Outer leaves of the garlic bulb with different levels of pigmentation in cultivars of
different ecophysiological groups. Image reproduced from Nieva et al. (2009).

Figura 4: Hojas envolventes del bulbo de ajo con diferente nivel de pigmentacion en cultivares
de distintos grupos ecofisioldgicos. Imagen reproducida de Nieva et al. (2009).
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La pigmentacion con antocianinas en las catafilas protectoras del diente se observa en ajos
rosados (GE I1), morados (I11a), colorados (GE 1Va y IVb) y castafios (GE I\Vc), pero no en ajos
blancos (GE Illa y Illb) (Burba, 1999; Burba & Lanzavechia, 2013). Existe variabilidad para
intensidad y tonalidad de color, tanto en las catéfilas del bulbo como en las de los dientes, entre
distintos grupos ecofisioldgicos y entre cultivares de cada grupo ecofisiolégico (Figura 5). En
lineas generales, los ajos del GE 1Va y I\Vb presentan mayor intensidad de color en la catéfilas del
diente que los ajos de otros GEs. Por ejemplo, entre los cultivares nacionales, Coral y Rubi
acumulan gran cantidad de pigmento y desarrollan colores intensos, Surefio seria un cultivar
intermedio, y Castafio acumula algo de pigmento pero rapidamente el color se desvanece y
adquiere tonalidades amarronadas (Figura 5). Ademas de estos ejemplos en cultivares nacionales,
existen fuertes evidencias sobre la mayor concentracion de pigmentos en ajos colorados
“espafioles” (tempranos, de bajo rendimiento), que en los colorados “criollos” (tardios, de altos
rendimientos).

El hecho de que no haya relacion alguna entre los niveles de pigmentacion en las catafilas del
bulbo y las del diente [i.e., ajos con catafilas del bulbo débilmente coloreados o sin pigmentacion
alguna pueden tener catafilas de dientes inténsamente coloreadas (e.g., Coral INTA y Surefio
INTA), mientras que en otros ajos se observan catafilas del bulbo mas inténsamente coloreadas
pero sus dientes poseen débil coloracién (e.g., Morado INTA y Castafio INTA)], sugiere que
diferentes genes controlaran la pigmentacion con antocianinas en estos dos tejidos.

4.2. Variacion de la coloracion durante la conservacion poscosecha:

Independientemente del genotipo, la coloracion de bulbos y dientes de ajo varia durante su
conservacion y curado en postcosecha. Por ejemplo, la intensidad del color en las hojas
protectoras de los bulbillos, aumenta rapidamente en las primeras semanas posteriores a la
cosecha, para llegar a un maximo y luego ir perdiendo —gradual y paulatinamente- su intensidad
inicial de color en los meses subsiguientes, generalmente virando desde tonalidades rojo intenso a
violetas y amarronadas (Figura 6).

Resultados similares fueron reportados en un clon de ajo colorado de Iran, indicando incrementos
rapidos del contenido de antocianos a partir de la cosecha, con méximos entre los 14 y 42 dias
después de cosecha, para después decaer paulatinamente hasta la brotacién (Mashayekhi et al.,
2015). Es relevante indicar que, bajo las mismas condiciones de manejo postcosecha, los distintos
cultivares de ajo presentan diferente estabilidad de la coloracion durante la conservacion, siendo -
por ejemplo- relativamente alta en Coral INTA y muy baja en Castafio INTA (las catéafilas
rapidamente evidencian degradacion de antocianinas tomando una coloracién amarronada). Esto
sugiere que existe un componente genético relacionado con la duracion y estabilidad del color. Si
bien se desconoce la causa de estas variaciones entre los cultivares, es posible que puedan
asociarse a: 1) diferencias en la concentracion maxima alcanzada del pigmento en las catéfilas
(i.e., a mayor concentracion inicial de pigmento, menos evidente seria la pérdida progresiva de
los mismos durante postcosecha); y/o 2) diferentes proporciones de antocianinas aciladas (AA),
de mayor estabilidad quimica, respecto a las antocianinas no aciladas (ANA) facilmente
degradables. La segunda hipétesis se sustenta en el hecho de que, en varios cultivos que
acumulan antocianinas, se ha observado mayor degradacion de ANA respecto a sus AA, por
condiciones ambientales desfavorables, como altas temperaturas (de Rosas et al., 2022; Peérez et
al., 2022).
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GE Cultivar

Illa Morado INTA

IVa Coral INTA

IVb Surefio INTA

IVc Castano INTA

Figure 5: Variation for color intensity and hue in bulb and clove scales of different garlic
cultivars and ecophysiological groups (GE), according to the classification of Portela et al.
(2013).

Figura 5: Variacion para intensidad y tonalidad de pigmentacion con antocianinas en catéfilas del
bulbo y dientes de ajos correspondientes a diferentes cultivares y grupos ecofisioldgicos (GE), de
acuerdo a la clasificacion de Portela et al. (2013).

s
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Figure 6: Time-course variation for color intensity in cloves of the garlic cultivar Coral INTA
from harvest day to 60 days after harvest date (DDC), cured in a vertical dryer, at La Consulta,
Mendoza.

Figura 6: Evolucién de la intensidad de pigmentacion en catafilas de bulbillos del cultivar Coral
INTA desde la cosecha hasta 60 dias después de cosecha (DDC), bajo condiciones de curado en
caballete vertical en La Consulta, Mendoza.
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4.3. Estrés bidtico. Infeccidn por microorganismos:

En un estudio previo sobre evaluacion de fuentes de resistencia contra “moho verde” (enfermedad
causada por el hongo Penicillium allii) en cultivares argentinos de ajo, se encontraron diferencias
significativas para nivel de tolerancia contra esta enfermedad, evaluada a traves de variables que
median la capacidad de propagacion del hongo en bulbillos inoculados con P. allii y parametros
de crecimiento de plantas provenientes de dientes-semilla inoculadas previo a la plantacion
(Cavagnaro et al., 2005). Los cultivares mas tolerantes fueron Morado INTA y Castafio INTA. El
primero presentd el menor crecimiento del hongo, restringiendo significativamente la produccién
de esporas, comparado con otros cultivares (Figura 7A). Ademas, Morado INTA inoculado con
P. allii tuvo muy baja afectacion en sus pardmetros de desarrollo de la planta con respecto a su
Control sin inoculacién, sugiriendo que este cultivar es altamente tolerante. Interesantemente,
alrededor de la colonia del hongo, se evidencio una fuerte coloracién rojiza, cuyo analisis
posterior determind que se trataban de antocianinas, concretamente glucosidos de cianidina
(Cavagnaro et al., 2012). En los dientes de este cultivar, la acumulacién de antocianinas se
incrementaba con el tiempo, llegando a un maximo a los 8 dias después de la inoculacion (DDI),
para después atenuarse levemente al final de experimento (Figura 7B). Cabe aclarar que la
aparicion de tal pigmentacion se produjo en la hoja de reserva del diente. No se ha dilucidado adn
si la presencia de antocianinas circundando la colonia de P. allii en el genotipo que mas restringia
el crecimiento del hongo se deba a un mecanismo activo de defensa contra el avance del
patdgeno, o simplemente a una respuesta frente al estrés oxidativo producto de la infeccién
fangica. Esta Gltima hipotesis parece mas plausible a la luz de resultados de un trabajo similar
reciente donde se observo sintesis de antocianinas alrededor de la colonia de P. allii en otros
cultivares de ajo que no eran tolerantes a P. allii (Salinas & Cavagnaro, 2020). De ser asi, la
sintesis de estos pigmentos en ajo tal vez cumpla un rol antioxidante frente al estrés oxidativo
causado por el hongo.

4.4. Factores ambientales:

La pigmentacion de la hoja protectora de los dientes de ajo es un factor genético fuertemente
influenciado por el ambiente, particularmente la temperatura y la textura de los suelos. Suelos
arenosos, por ser mas calidos, particularmente en la Gltima etapa del cultivo, dan como resultados
colores de menor intensidad (Burba comunicacion personal). Empiricamente sabemos que zonas
productoras de ajo en climas frios y suelos arcillosos, acidos, son ambientes favorables al
desarrollo de colores intensos. Ensayos sobre plasticidad fenotipica de tres cultivares en dos
localidades diferentes y alejadas entre si 85 km (Chacras de Coria y La Consulta) mostraron
diferencias de intensidad en la coloracién de sus dientes, relacionadas al ambiente, e interacciones
‘genotipo x ambiente’ (Figura 8) (Morales y Garcia Lampasona). En Chacras de Coria las
cultivares Gran Fuego y Rubi lograron un color mas oscuro e intenso que en La Consulta,
mientras que Tempranillo mostré un efecto inverso. Las dos primeras (Colorados “criollos™),
fueron seleccionadas en La Consulta, mientras que la tercera (Colorado “espafiol”), se selecciono
en Chacras de Coria. Esto indica una fuerte influencia del ambiente sobre la pigmentacion,
independientemente de la region donde la variedad fue seleccionada.
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Figure 7: Variation for tolerance against blue mold disease, caused by Penicillium allii, in 12
Argentine garlic clones (A). Images above the histogram depict growth of the fungal colony and
plant growth parameter as affected by the infection, in the most tolerant (Morado INTA) and
most susceptible (L-125) garlic genotypes. Panel B shows time-course variation for anthocyanin
pigmentation in cloves of Morado INTA during 12 days after inoculation (DDI). Modified from
Cavagnaro et al. (2005).

Figura 7: Variabilidad genética en 12 cultivares argentinos de ajo para tolerancia a moho azul,
causada por Penicillium allii (A). Las imagenes arriba del histograma muestran el crecimiento de
la colonia en dientes inoculados con P. allii y la afectacion por la enfermedad en plantas del
cultivar mas tolerante (Morado INTA) y mas susceptible (L-125). El panel B muestra la
evolucion en el tiempo de la pigmentacion con antocianinas en dientes de Morado INTA
inoculados con P. allii hasta los 12 dias después de la inoculacion (DDI). Modificado de
Cavagnaro et al. (2005).
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Figure 8: Environmental (location) effect on the intensity of anthocyanin pigmentation in garlic
cloves. Reproduced from Morales y Garcia Lampasona (2019).

Figura 8: Efecto del ambiente (localidad) sobre la intensidad de la pigmentacion por antocianinas
de los dientes de ajo. Reproducido de Morales y Garcia Lampasona (2019).

Figure 9: Influence of high temperatures in the soil on anthocyanin pigmentation in the
protective outer scales of the cloves in a red garlic cultivar. Left and right images correspond to
garlics grown under untreated (Control) soil and in soil with increased-temperature, respectively.
Reproduced from Guifiazu et al. (2009).

Figura 9: Efecto de las altas temperaturas sobre la pigmentacién de las hojas protectoras de
dientes de ajo colorado. Las imagenes izquierda y derecha corresponden a ajos cultivados en
suelo sin tratar (Control) y en suelo con temperatura elevada, respectivamente. Reproducido de
Guifiazu et al. (2009).

Las condiciones de cultivo y de conservacién postcosecha también influyen sobre la
pigmentacion del ajo con antocianinas. Experiencias previas han demostrado que ajos producidos,
asoleados o conservados a temperaturas relativamente altas pierden substancialmente el color. Lo
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mencionado anteriormente fue demostrado por Guifiazu et al. (2009) a través de un ensayo donde
se evaluo el efecto del calentamiento artificial del suelo, obteniendo impactantes resultados en
ajos colorados. En la figura 9 se puede observar que los ajos cultivados en suelo calido perdieron
totalmente su pigmentacion.

4.5. Factores productivos vy practicas culturales:

4.5.1. Relacion entre rendimiento e intensidad del color:

En un estudio previo (Burba et al., 1999) se observo una fuerte correlacion negativa (R?=0.97)
entre el rendimiento potencial de la variedad (en kg/ha) y la intensidad de los pigmentos en los
dientes de ajo (Figura 10). En dicho estudio se evaluaron 27 variedades de ajo colorado,
encontrandose que mientras mayor era el potencial de rendimiento, menor intensidad de color
tenian las hojas de proteccion de los dientes. Esto quiere decir que las variedades méas productivas
tienden a tener menor concentracion de antocianinas.
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Figure 10: Relationship between yield potential of garlic cultivars and intensity of anthocyanin
pigmentation in their cloves scales. Reproduced from Burba et al. (1999).

Figura 10: Relacion entre el potencial de rendimiento de las cultivares de ajo y la intensidad de
la pigmentacion antocianica en las catéfilas delos dientes. Reproducido de Burba et al. (1999).

4.5.2. Fertilizacion:
En un trabajo previo se evaluo el efecto de la fertilizacion nitrogenada sobre la intensidad de
coloracion del ajo colorado, a través de analisis con colorimetros de precision capaces de medir el
coeficiente de color, la intensidad y tonalidad del mismo. Los ensayos se realizaron sobre
cultivares INTA, a cinco niveles de adicion de nitrégeno entre 0 kg/ha y 300 kg/ha (Lipinski &
Gaviola, 2005; Gaviola & Lipinski, 2008). Los resultados indican, en general, que a mayor dosis
de nitrégeno es mayor el coeficiente de color pero menor su intensidad y tonalidad. Estos
resultados son coincidentes con la relacion inversa planteada anteriormente entre rendimiento e
intensidad de color (Burba et al., 1999; Figura 10). En orden creciente, las variedades con mayor
intensidad de color fueron Fuego, Surefio y Rubi. En otras especies también se ha visto que
niveles altos de nitrogeno afectan negativamente la sintesis y acumulacién de antocianinas
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(Lipinski & Gaviola, 2005; Gaviola & Lipinski, 2008). Respecto al efecto de otros nutrientes
sobre la pigmentacion con antocianinas en ajo, si bien no se han realizado experimentos
especificos tendientes a evaluar esta hipétesis, pareceria —en base a la préactica empirica- que, para
las condiciones de cultivo en Mendoza, no hay relacion alguna entre la fertilizacion con potasio y
otros nutrientes y la intensidad de color del ajo asi cultivado (Burba, comunicacion personal).

4.5.3. Frigorificacion de la semilla de ajo:

La exposicion a bajas temperaturas (menores a 5-6 °C) de la semilla de ajo previo a su plantacion
también tiene influencia sobre la sintesis y acumulacion de antocianinas. Esta practica es llamada
“frigorificacion” y busca aumentar la precocidad y adelantar la cosecha, con el inconveniente de
que resulta en menor rendimiento con respecto a su potencial. Experiencias locales realizadas en
la EEA La Consulta del INTA, demostraron que la frigorificacion de ajos morados, produce un
anticipo de la bulbificacién y una mayor intensidad del color en las catéfilas externas del bulbo
(Figura 11, panel superior) y en la de los dientes (datos no mostrados). El acondicionamiento de
la "semilla" a 5 °C durante 5 semanas, ademas de acortar el ciclo del cultivo y disminuir el
crecimiento de las plantas, aumentd la concentracion de compuestos fendlicos y flavonoides
totales en las hojas externas del bulbo en ~300 %, con respecto a sus respectivos controles sin
frigorificacion (Soto et al., 2013). Por otro lado, experiencias locales indican que la interaccion
entre el el enfriamiento artificial de las “semillas” y las bajas temperaturas ambientales durante el
cultivo, también aumenta —mediante un efecto sinérgico- la concentracion de flavonoides y
antocianinas en catéfilas del bulbo (Burba et al., 2005).

Similares resultados fueron reportados por Dufoo-Hurtado et al. (2013), quienes acondicionaron
ajos del cultivar ‘Coreano’ a 5 °C previo a su plantacion en una localidad de México, y
compararon el contenido de antocianinas en catafilas de bulbos en ajos frigorificados y ajos sin
enfriamiento (Control). A los 122 dias (~4 meses) de cultivo, los ajos frigorificados tuvieron un
contenido medio de antocianinas totales de 1,156 mg EC/g ps, mientras que en los ajos sin
tratamiento de frio el contenido fue significativamente menor (0.892 mg EC/g ps). De la misma
forma, al momento de cosecha, los ajos frigorificados (158 dias después de la siembra) tuvieron
un contenido medio de 0.380 mg EC/g ps, mientras que al momento de la cosecha de los ajos sin
tratamiento de frio (200 dias desde la siembra) el contenido medio de antocianinas fue substancial
y significativamente menor (0.103 mg EC/g ps). En la figura 11 (panel inferior) se ilustran
resultados de este ensayo a los 4 meses de cultivo (Fig. 11 A-B) y al momento de cosecha (Fig.
11 C-D).

La frigorificacion de los dientes "semilla” también alter6 el perfil de antocianinas durante el
desarrollo del bulbo y en la cosecha. Dichos cambios metabolicos fueron precedidos por
incrementos significativos en la expresion de genes estructurales de la ruta flavonoide, como la
fenilalanina amoniaco liasa (PAL) y una glicosiltransferasa (UFGT) encargada de la glicosilacion
de antocianinas, que aumentaron sus niveles de expresion 6 y 2 veces, respectivamente,
comparado con la de los ajos sin tratar (Dufoo-Hurtado et al., 2013).
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La Consulta, Mendoza,
Argentina

Figure 11: Effect of low-temperature conditioning of “seed” cloves on anthocyanin pigmentation
in garlic outer bulb scales. The upper image corresponds to results from INTA La Consulta,
Mendoza, comparing a cold-treated (left plant) and an untreated (right plant) sample of purple
garlics. The lower image is from cv. Coreano, cultivated in Aguascalientes, Mexico; showing
pigmentation in cold-treated (Figs. A and C) and untreated garlics (Figs. B and D) sampled four
months after planting (Figs. A and B) and at harvest time (Figs. C and D). Reproduced from
Dufoo-Hurtado et al. (2013).

Figura 11: Efecto de la frigorificacion de los dientes "semilla" de ajo sobre la pigmentacién con
antocianinas en las catafilas externas del bulbo. La imagen superior corresponde a los resultados
del INTA La Consulta, Mendoza, comparando una muestra de ajos morados frigorificados (planta
izquierda) y no tratados con frio (planta derecha). La imagen inferior es del cultivar Coreano
producido en Aguascalientes, México, mostrando la pigmentacién en ajos tratados con frio (Figs.
Ay C) y no tratados (Figs. B y D) muestreados cuatro meses después de la plantacion (Figs. Ay
B) y al momento de la cosecha (Figs. C y D). Reproducido de Dufoo-Hurtado et al. (2013).

Coincidente con estudios previos, en una publicacion reciente de Herrera et al. (2021), trabajando
con ajos colorados mexicanos cuyos bulbillos fueron frigorificados a 2°C por diferentes periodos
de tiempo (0-60 dias) previo a la siembra, se reportaron incrementos significativos del contenido
de antocianinas y fenoles totales en las catafilas de los dientes de bulbos provenientes de
dientessemilla conservados en frio por 60 dias. Ademas, estos autores sefialan que la fecha de
siembra no afecto significativamente el contenido de estos compuestos.

4.5.4. Fecha de plantacidn:

La fecha de plantacion para los cultivares argentinos en la region central de pais, es una variable

poco elastica (si se pretende no afectar negativamente los rendimientos), y condicionada por el

grupo ecofisiologico al que pertenecen. Sin embargo, experiencias locales sugieren que
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variaciones menores en las fechas de plantacion no modifican significativamente la pigmentacion
con antocianinas en bulbos de ajo al momento de cosecha (Burba, comunicacién personal).
Similares observaciones han sido reportadas para ajos colorados mexicanos (Dufoo-Hurtado et
al., 2013).

5. Conclusiones

Muiltiples factores -genéticos, ambientales y culturales- parecen afectar la pigmentacion de los
bulbos de ajo con antocianinas. Entre los factores que promueven el desarrollo de coloraciones
intensas y comercialmente atractivas, se encuentran (1) la correcta eleccion del genotipo/cultivar
(preferentemente de ajos colorados del GE IVa y 1Vb), como Coral y Rubi, (2) la aplicacion de
frio a la “semilla” previo a la plantacion (frigorificacion), (3) la presencia de inviernos frios y
primaveras frescas durante el cultivo, (4) el cultivo en suelos arcillosos y acidos, y (5) las
temperaturas relativamente bajas de conservacion en la etapa de postcosecha.

Por el contrario, factores como excesiva fertilizacion nitrogenada durante el cultivo, la ocurrencia
de inviernos y primaveras calidas, suelos sueltos y célidos, y temperaturas elevadas durante el
secado en postcosecha, estan asociados a una baja intensidad de la coloracion del bulbo.

AUn se desconocen las bases bioquimicas y genéticas que controlan este carécter fenotipico en el
ajo. A futuro deberian disefiarse experimentos enfocados a identificar los genes involucrados en
la produccion de antocianinas en catafilas de bulbos y dientes de esta hortaliza. Seguidamente,
deberian estudiarse los distintos factores examinados en esta revision, que afectan la biosintesis y
acumulacién de antocianinas, usando una aproximacion mecanicista. Es necesario entender sobre
cuales genes, con qué intensidad y direccion (i.e., promoviendo o reprimiendo su expresion), y
bajo qué combinacion particular de condiciones actlan dichos factores. Esta informacion
permitiria orientar —con alto poder predictivo- programas de mejoramiento y cultivos para la
obtencion de ajos con intensa coloracion antocianica en sus bulbos, lo cual facilitaria el acceso
del ajo argentino a mercados y consumidores internacionales que aprecian dicho caracter en esta
hortaliza de amplio consumo mundial.
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