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RESUMEN

El ajo es una planta anual que se propaga de forma agamica. La parte mas
importante comercialmente es el bulbo, cuya calidad esta definida por su tamafio,
firmeza, color, forma regular, nimero de dientes, ausencia de rebrotes y defectos.
Estos pardmetros estan correlacionados con factores ambientales como la luz y la
temperatura; por lo tanto para un buen desarrollo del bulbo, se requiere una
apropiada secuencia de temperaturas y fotoperiodos durante el ciclo de cultivo.
Diversos autores recomiendan refrigerar la ‘semilla’ antes de la siembra para obtener
un producto de buena calidad. El Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica Poscosecha
de frutas y hortalizas de la UAQ; ha determinado que el almacenamiento de la
“semilla” de ajo ‘Coreano’ a 5°C durante 5 6 6 semanas adelanta la cosecha hasta
60 dias, asegurando una completa formacion de bulbos. Se ha observado sobre-
expresion de genes relacionados con el metabolismo de fructanos vy
fenilpropanoides, y se ha indicado un aumento en la produccion de fenoles y
antocianinas. El objetivo de este trabajo fue generar un perfil transcriptomico que
permita dilucidar el efecto que ejerce la baja temperatura de almacenamiento antes
de la siembra, en la expresion de genes involucrados en el desarrollo de los bulbos
de ajo. Para ello, después de tres semanas de almacenamiento a 5 °C (5C) y
temperatura ambiente (TA) se tomaron muestras de brotes de los dientes semilla
para realizar una hibridacion sustractiva bajo condiciones de supresion (SSH),
obteniéndose 32 y 62 secuencias expresadas (EST, expressed sequence tag) para
5 °Cy TA respectivamente. La comparacion en bases de datos indicé una homologia
con 18 genes que codifican para las siguientes proteinas: proteina hipotética
SORBIDRAFT, sacarosa:sacarosa 1-fructosiltransferasa (1-SST), proteina putativa
regulada por el frio (PCRP), proteina de regulacién de la floracion FRIGIDA, cisteina
sintasa (CSGCS3), transportador de azucar (ST) y NADH deshidrogenasa subunidad
4. Para conocer el nivel de expresion de estos genes durante las cinco semanas de
almacenamiento y durante el desarrollo del cultivo se realizaron RT-PCRs para cada
EST. Los resultados indicaron una mayor expresion de SORBIDRAFT, 1-SST,
CSGCS3, PAL y NADH durante el almacenamiento a 5 °C. Por el nimero de
transcritos obtenidos con homologia con SORBIDRAFT y la importancia de la 1-SST
en la sintesis de fructanos y PAL en la ruta de los fenilpropanoides, se realizé una
PCR cuantitativa (qPCR), confirmando la diferencia de expresion de esos genes. Un
estudio de secuenciacion masiva (RNA-seq) de los brotes del diente ‘semilla’ en la
semana cinco de almacenamiento, gener6 483,128 transcritos para ambas
condiciones de almacenamiento, de Ilos cuales, 7,033 se expresaron
diferencialmente; 49.14 % de ellos se sobre expresaron y 50.86 % fueron reprimidos
en la condicion de 5 °C.

Palabras clave: ajo, factores ambientales abidticos, crecimiento de cultivo,
hibridacién sustractiva bajo condiciones de supresion, transcriptoma de ajo.



SUMMARY

Garlic is a biennial plant that spreads so agamic. Its most important part is the bulb,
whose quality is defined by its size, firmness, color, regular, number of teeth, lack of
volunteers and defects. These parameters are correlated with environmental factors
such as light and temperature. A proper bulb development requires an appropriate
sequence of temperatures and photoperiods during the growing season; some
authors recommend refrigerating the 'seed' before planting to obtain a good quality
product. The Laboratory of Postharvest Physiology and Biochemistry of Fruit and
Vegetables in the UAQ; has determined that the storage of the "seed" garlic ‘Korean'
to 5 ° C for 5 or 6 weeks ahead the harvest up to 60 days, ensuring better bulb
formation. It has been observed overexpression of genes related to fructan and
phenylpropanoids metabolism, and indicated an increase in the production of phenols
and anthocyanins. The aim of this work was generate a transcriptome allowing
elucidate the effect that low temperature storage before planting, in the expression of
genes involved in the development of garlic bulbs. For this, after three weeks storage
at 5 ° C [6C] and room temperature [RT] clove “seed” samples were taken for
hybridization under conditions of suppression subtractive (SSH) to yield 32 and 62
expressed sequence (EST, expressed sequence tag) to 5 ° C and RT respectively.
The comparison database indicated homology with 18 genes which encode the
following proteins: 0057s002150 SORBIDRAFT_ hypothetical protein, sucrose:
sucrose 1-fructosyltransferase (1-SST), putative cold-regulated protein (PCRP),
flowering regulation protein FRIGIDA, cysteine synthase GCS3, sugar transporter
(ST), and NADH dehydrogenase subunit 4. To determine the level of expression of
these genes during the five weeks of storage under both temperature conditions,
oligonucleotides were designed from the sequences of the genes selected, and RT-
PCRs were performed for each EST. The results indicated increased expression of
SORBIDRAFT, 1-SST, CSGCS3, PAL and NADH dehydrogenase 4 on 5C than RT.
Due the importance of the numbers of ESTs with homology to SORBIDRAFT, 1-SST
participation on fructan biosynthesis, and PAL on phenylpropanoids pathway, a RT-
gPCR was performed, confirming the different expressed genes aforementioned. A
massive sequencing analysis (RNA-seq) was realized to the buds at the fifth week of
storing, generating 483,128 contigs for both storage conditions, of which, 7,033 were
differential expressed: 49.14 % of them were overexpressed and 50.86%
underexpressed at 5 °C.

Keywords: garlic, abiotic environmental factors, crop growth, subtractive hybridization
under conditions of suppression, garlic transcriptome
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I. INTRODUCCION

La produccion nacional de ajo en 2013 fue de 59 014.84 toneladas
generadas en una superficie de 5 468 hectareas, con un rendimiento promedio de
11.11 ton ha y un valor de la producciéon de 768 568.38 millones de pesos que
sefialé un precio medio rural de 13.02 pesos kgt; siendo Zacatecas (26 832.35 ton),
Guanajuato (8 248.40 ton), Sonora (4 695.20 ton), Baja California (4 460.04 ton) y
Aguascalientes (3,522.00 ton) los principales estados productores que aportaron el
81 % de la producciéon nacional. Los precios medios rurales por kilogramo de
producto para cada estado fueron de 7.7 pesos para Zacatecas, 13.9 pesos para
Guanajuato, 16.4 pesos para Sonora, 34.63 pesos para Baja Californiay 15.34 pesos
para Aguascalientes (SIAP, 2015). Para el Estado de Aguascalientes durante los
2008-2013 se observo un descenso en la produccion (6 674.4 — 3 522 ton), aunque

el valor de la esta ha tenido altas y bajas, su tendencia hasta el 2013 fue a la alza.

Los meses de Febrero y Marzo son los de menor oferta y mayor precio del
producto lo cual constituye un elemento importante para intentar producir ajo en esas
fechas. Ademés de la demanda del producto, la calidad de los bulbos es un factor
importante que determina su precio, y dicha calidad esta definida por el color, tamafio
y firmeza del bulbo; forma regular, dientes grandes, sin rebrotes y sin defectos; el
obtener productos con tales atributos esta en estrecha relacion con las condiciones

ambientales de cada regién productora.

Se sabe que para tener un adecuado desarrollo del bulbo se requiere una
secuencia de temperaturas y fotoperiodos que deben darse durante el ciclo de
cultivo. Estos requerimientos pueden ser distintos para diferentes variedades o tipos
de ajo que se cultiven en una zona, observandose que cuando los requerimientos de
frio no se satisfacen adecuadamente, el desarrollo de los bulbos presenta problemas

de diferenciacion y mala calidad (Portela, 1996).

La produccion de ajo del Estado de Aguascalientes, concretamente en el
municipio de Cosio, incluye un ciclo que inicia con la siembra en los meses de

Septiembre y Octubre y cosecha en el mes de Mayo. Se ha observado que durante

1



el periodo de desarrollo de la planta, las bajas temperaturas de los meses de
diciembre, enero y febrero proporcionan el requerimiento de frio que el cultivo
necesita (junto con fotoperiodos cortos que evitara el desarrollo de rebrotes), para
gue en el mes de abril se presente una adecuada formacion del bulbo propiciada por
fotoperiodos largos y altas temperaturas. Durante varias temporadas, el Laboratorio
de Fisiologia y Bioquimica Poscosecha de Frutas y Hortalizas de la Universidad
Autonoma de Querétaro, en colaboracibn con empresas y asociaciones de
productores de ajo del Estado de Aguascalientes, ha desarrollado trabajos de
investigacion referentes a la mejora del cultivo de ajo (Allium sativum L.) cv ‘Coreano’
de la region Cosio — Rincén de Romos Aguascalientes. Particularmente durante las
seis Ultimas temporadas y mediante experimentos en campo, se ha logrado adelantar
la fecha de cosecha hasta 60 dias mediante la manipulacién de la temperatura de
almacenamiento de los dientes “semilla”. Aunque los rendimientos son menores, el
precio del producto compensa con utilidades comerciales la produccion de este

producto y sobre todo con una menor produccién de bulbos con defectos.

Por lo anterior, hay un gran interés por entender el mecanismo por el que
los factores del medio ambiente interaccionan con el desarrollo de este cultivo.
Brewster (1994); asi como Ledesma et al., (1997); Takagi (1990) y Takagi y Qu
(1995) han mostrado evidencias de la importancia de las bajas temperaturas y la
extension del fotoperiodo para que este cultivo genere bulbos de buena calidad.

Ledesma et al. (1997), establecieron que en el desarrollo ontogénico del ajo,
consta de dos etapas; en la primera llamada inductiva, las bajas temperaturas y
fotoperiodos cortos son condiciones importantes para favorecer la diferenciacién de
las yemas axilares, las cuales permitiran la formacion de dientes y crecimiento del
bulbo; la segunda denominada morfogénica, requiere de temperaturas mas altas y
fotoperiodos largos, lo que favorece la fotosintesis, el traslado de fotosintatos y el

llenado de los dientes o formaciéon del bulbo.

En otros reportes se ha descrito la importancia de las bajas temperaturas de

almacenamiento de los dientes “semilla” en la formacion de los bulbos, indicando que



la formacion de bulbos y su rendimiento fue mejor cuando se almacenaron a 4 °C

durante 30 y 45 dias previo a la siembra (Bandara et al., 1999; Takagi y Qu, 1995).

Los estudios realizados en el laboratorio de Fisiologia y Bioquimica
Poscosecha de Frutas y Hortalizas de la UAQ han permitido establecer que el
almacenamiento de los bulbos “semilla” antes de la siembra a 5°C hasta por 5 6 6
semanas, asegura una menor formacion de bulbos no diferenciados en ajo cv
‘Coreano’, reduciéndose la extension del ciclo de cultivo (Zavala-Gutiérrez, 2011;

Lépez-Hernandez, 2010).

Los resultados obtenidos, sefalaron que las bajas temperaturas de
almacenamiento antes de la siembra y durante las primeras etapas de desarrollo de
la planta, generan un patron de expresion de genes que inducen variaciones en la
diferenciacion de las yemas axilares de las hojas lo cual provoca un cambio en el

patrén de crecimiento del bulbo.

Esta tesis doctoral presenta informacién de los cambios que se presentan
en el transcriptoma durante el almacenamiento de los dientes semilla y durante el
ciclo de desarrollo de plantas de ajo cv ‘Coreano’ generadas a partir de dientes
“semilla” almacenados a bajas temperaturas en comparacion con el transcriptoma
generado por dientes semilla almacenados a temperatura ambiente. Estos cambios
se correlacionan con los patrones de crecimiento del cultivo, asi como con los
cambios en la produccion y acumulacién de fructanos durante el desarrollo de las
plantas generadas por ambos tratamientos de almacenamiento. Con esta
informacion y en conjunto con lo obtenido mediante secuenciacion masiva del
transcriptoma (RNA-seq), se discuten posibles mecanismos que pudieran estar

ocurriendo en la fisiologia de la planta de ajo bajo esas condiciones.



ll. REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Generalidades.

El ajo es la especie mas importante del género Allium después de la cebolla.
Es una hortaliza altamente apreciada y utilizada en gastronomia y medicina
(Nurwantoro et al., 2015; Suleira et al., 2015; Jangam y Badole, 2014; Shouk et al,
2014; Yun et al., 2014; Singh et al., 2001).

2.1.1 Origen y distribucién

El centro de origen de esta hortaliza no esta completamente establecido;
diversas fuentes indican que procede de Asia Central, mientras que otros autores
sugieren que el area del Mediterraneo es un segundo centro de origen (Cavagnaro y
Galmarini, 2007).

La diseminacion del ajo a través del mundo se llevo a cabo en diferentes
épocas de la historia humana. De las montafias del oeste de China fue llevado a las
montafas del este, después hacia Turquia y el Caucaso; de ahi hacia la India, Egipto
y la zona del Mediterraneo y a través de las tribus del sur llegé al sur de Europa.
También de la zona de Caucaso fue introducido en Rusia, Ucrania y Europa del Este
(Cavagnaro y Galmarini, 2007).

En América Latina fue introducido a finales del siglo XV en el segundo viaje
de Cristobal Colon al Nuevo Mundo vy reintroducido en las varias expediciones de

Espafia e Italia (Jaramillo, 1994).
2.1.2 Clasificacion taxondmica

El ajo es una especie diploide que en 1754 Carlos Linneo le dio el nombre
cientifico de Allium sativum, sin embargo su taxonomia es un tema de debate.
Inicialmente fue ubicado en la familia Liliaceae pero hace 50 afios se incluyé en la
familia Amaryllidaceae basandose en la estructura de su inflorescencia (Hanelt,
1990), (Cuadro 2.1).



Cuadro 2.1 Clasificacién taxondmica del ajo

Super-reino Eukariota

Reino Plantae

Sub-reino Viriplantae (plantas verdes)

Infra-reino Streptophyta (plantas
terrestres)

Super-division Embryophyta
Tracheophyta (plantas

Division vasculares)
Spermatophytina

Sub-division (espermatofitas, plantas
con semilla, fanerégamas)

Clase Magnoliopsida

Super orden Liliane (monocotiledoneas)

Orden Asparagales

Familia Amaryllidaceae

Tribu Allieae

Género Allium L.

Especie A. sativum

ITIS, 2015; NCBI, 2015; Heredia-Garcia y Delgadillo-Sanchez, 2000

2.1.3 Morfologia

El ajo es una planta perene, sus hojas son planas y delgadas; tiene una
altura de méas de 70 cm y raices adventicias superficiales. El bulbo, de piel blanca o
de color segun la variedad, estd compuesto por un tallo discoidal, hojas escamosas,
delgadas y secas, las cuales son la base de las hojas aéreas o funcionales y de
bulbillos también llamados ‘dientes’ que se forman de yemas axilares de las hojas
mas jovenes. Las hojas funcionales son aplanadas de 3 cm o menos de ancho,
plegadas en forma longitudinal, de no menos de 8 en nimero, las cuales llevan a

cabo la fotosintesis (Mann, 1952).

En algunas variedades es poco frecuente que se produzcan flores; sin
embargo, cuando esta presente el escapo floral, este constituye la parte final del tallo
gue soporta la inflorescencia, redondo, sdlido y ligeramente enrollado en el cual se

forman pequeiios bulbillos en la base (Figura 2.1; Jangam y Badole, 2014).



Figura 2.1 Escapo floral con bulbillos

2.1.3.1 Bulbo

El bulbo es un 6rgano de reserva y puede contener de 8 a 12 dientes los
cuales conforman el material vegetativo para las siguientes siembras. Algunas
variedades de esta planta no producen semilla, por lo que la propagacién del cultivo
se realiza a través de los bulbillos, a esta forma de reproduccion asexual se le llama
agamica (Warade y Shinde, 1998; Portela, 1996).

El bulbo esta formado por un conjunto de capas, las exteriores consisten en
una serie de hojas escamosas-membranosas (10 a 12) que cubren a todos los
dientes y estos estan cubiertos por 2 hojas de proteccion o tunicas (Figura 2.2).

Figura 2.2 Bulbo y dientes de ajo. A. Bulbo completo cubierto de hojas
escamosas-membranosas. B. Dientes del bulbo cubiertos por su hoja de

proteccion.



2.1.3.2 Bulbillo o “diente”

Los bulbillos simples, “dientes” o yemas se originan en la axila de las hojas
fértiles o dentadas y estan apoyados sobre el tallo anual o disco basal. Por su
estructura, los bulbillos o dientes son 6rganos de propagacion de esta planta, pues
son yemas vegetativas en estado de letargo pero que activan su crecimiento para
generar una nueva planta bajo determinadas condiciones ambientales (Utrilla-
Vazquez, 2008).

Anatémicamente, el diente consiste en una serie de hojas, las cuales tienen
funciones especificas. A través de un corte transversal, se identifican cuatro hojas
(Figura 2.3).

La mas externa, llamada tunica es una hoja protectora lignificada (hp) que
durante la manipulacion protege al bulbillo, su funcién es proteger al diente de la
pérdida de humedad, del atague de insectos y patdgenos (Mujica y Pérez de
Camacaro, 2006). La hoja de almacenamiento (ha) constituye la mayor parte del
bulbillo debido a que en ella se almacenan gran cantidad de los carbohidratos de

reserva, llamados fructanos.

La hoja de brotacién (hb) o yema central, situada en el interior de la hoja de
almacenamiento, es una envoltura que encierra a los apices de las hojas funcionales,
los cuales cubren el meristemo apical. En la brotacion, las hojas funcionales se
elongan y emergen por el poro en el apice de la hoja de almacenamiento, luego

emerge la primera hoja funcional (hf) a través del poro cerca de la hoja de brotacién.

hojas
funcionales
hoja de
protecciéon

hoja de

yema e :
central almacenamiento

[

tallo /

anual
|

Figura 2.3 Bulbillo de ajo en brotacion
(L6pez-Hernandez, 2010)
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2.2 Desarrollo del cultivo

En 2005, Portela y Cavagnaro sefialaron que el ciclo de cultivo del ajo esta
integrado por 5 etapas; brotacion, crecimiento vegetativo inicial, crecimiento

vegetativo rapido, crecimiento del bulbo y diferenciacion de los dientes (Figura 2.4):

10-11 hojas verdes inido de senescenda
. o / 7
6-7 hojas verdes
emergenda
plantadén
Q Q
— Crecmiento Répido credmiento Rapido crecmiento O;’i"n:'"g':°
vegetativo inidal vegetativo del bulbo bulbo
- > € > € > % > € >
Tiempo Temperatura Huctuacones en la Temperatura minima Temperatura
lérmico minima baja y lemperalura media y alta alla

fotoperiodo fotoperiodo

Figura 2.4 Etapas ecofisiolégicas de ajo

1. BROTACION: Se inicia con la siembra de los bulbillos o dientes ‘semilla’
y termina con la emergencia de la hoja de brotacion (Figura 2.5). La duracion de esta
etapa puede variar de acuerdo a las condiciones de almacenamiento de los dientes
“semilla” y de las condiciones de temperatura después del periodo de siembra, la
disponibilidad de agua y de la variedad. En general, esta primera etapa ocurre entre
los 20 y 30 dias después de la siembra (DDS) cuando emergen entre el 90-95% de
las plantas sembradas (Portela y Cavagnaro, 2005; Ledesma et al., 1997).

2. CRECIMIENTO VEGETATIVO INICIAL: En esta etapa hay un
crecimiento de las primeras hojas y se distingue por el consumo de material de
reserva del diente semilla y la poca acumulacion de materia seca, mientras que las
hojas se expanden a expensas de los fructanos localizados en la hoja de reserva: los

cuales son movilizados desde la hoja de reserva hacia la planta en crecimiento.
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La duracién de esta etapa esta influenciada por las temperaturas minimas
del sitio de cultivo durante el invierno y del fotoperiodo al inicio de la primavera. Si
las temperaturas minimas son bajas y constantes, la finalizacion de la etapa puede

anticiparse.

Figura 2.5 Planta de ajo en brotacion

3. CRECIMIENTO VEGETATIVO RAPIDO: Este se caracteriza por la
actividad con la que la parte aérea de la planta crece y, esta acompafiado por
fotoperiodos largos y temperaturas altas. La extensidon de esta fase depende de la
longitud del dia y las temperaturas medias diarias. En esta etapa se lleva a cabo el
inicio del desarrollo de las yemas laterales, la cual se considera como la primera fase
de la diferenciacion del bulbo y termina con el inicio de la formacion del bulbo (Burba,
2007).

4. CRECIMIENTO RAPIDO DEL BULBO: Es en esta etapa se caracteriza
por el acelerado incremento en el diametro del bulbo o ‘llenado”; esto esta

influenciado por las temperaturas maximas, la cuales controlan este periodo.

5. CRECIMIENTO FINAL DEL BULBO: En este periodo, se presenta la
diferenciacion de los dientes y la planta se acerca a su etapa de dormancia, por lo
que el “llenado” del bulbo disminuye y se inicia la senescencia. Esta etapa termina
con la muerte de la parte aérea de la planta.. La duracion de esta etapa depende de

las temperaturas minimas diarias; usualmente, no se deja que esta etapa termine en



el campo, se recomienda cosechar los bulbos cuando las hojas de las plantas aun

mantienen actividad biolégica aunque se encuentran en su etapa senescente.

2.3 Efecto de la temperatura en el desarrollo del cultivo

La temperatura es un factor ambiental ciclico de amplia variabilidad; en
consecuencia, los organismos deben de poseer un sistema de adaptacion a las
condiciones ambientales a las que estan expuestos (Portela, 1996). Cuando dichas
condiciones abarcan periodos de bajas temperaturas por arriba de 0 °C, las plantas
resistentes al frio desarrollan una capacidad de incrementar la tolerancia a estas
temperaturas a través de respuestas multifacéticas (Browse y Xin, 2001). A esta
capacidad se le denomina aclimatacion al frio, la cual consiste en un proceso
complejo que involucra cambios en la expresion genética, de enzimas relacionadas
con el metabolismo — vias biosintéticas de proteinas, aminoécidos y carbohidratos
solubles — y la morfologia, que se reflejan en amplias respuestas de los transcritos y
metabolitos. Tales respuestas son mediadas por una o varias vias de sefalizacion
sometidas a una estricta regulacion (Catala et al., 2012; Janské et al., 2010; Yadav,
2010; Kaplan et al., 2007; Sitt y Hurry, 2002). Adicionalmente, el contenido de
azucares se altera, infiiendo que existe una correlacion alta entre los niveles de

azucar y la tolerancia a las temperaturas bajas (Catalé et al., 2012).

Los cambios que se han observado al exponer plantas a temperaturas bajas
incluyen alteracion del estado de fluidez de la membrana celular a causa de cambios
en la composicion de los acidos grasos presentes, aumento o disminucién de
proteinas involucradas en la fijacion del dioxido de carbono y en la reparacion y
proteccion de membrana; asi como la accién del calcio (Ca?*) en la intervencion de
segundos mensajeros y la consecuente participacion de factores de transcripcion que
provocaran la expresion de genes regulados por el frio (COR) y sus proteinas
codificantes, COR (Figura 2.6).
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Figura 2.6 Respuesta molecular de las plantas al estrés por frio, realizada como

cambios en el transcriptoma, proteoma, metaboloma y fenotipo.

Modificado de Janska et al., 2010.

ERQOS, especies reactivas de oxigeno; CDPKs, cinasas dependientes de calcio; MAPKSs, cinasas activadas por
mitégeno; CFB/DREB, factores de union al extremo C-repetido; COR, regulados por el frio; CRT/DRE, elementos

de respuesta a la deshidratacion independiente de ABA
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Cuando plantas de Arabidopsis thaliana cuya temperatura de crecimiento
(20 °C) fue interrumpida al término de 3 semanas con un choque frio a 4 °C por 1, 4,
12, 24, 48 y 96 horas; se observo que a través de los 4 dias que durd la aclimatacion
al frio, tanto los niveles de expresion del transcriptoma como los patrones de
metabolitos detectados tuvieron cambios dinamicos expresados como aumentos 0
disminuciones durante las primeras o Ultimas horas de la aclimatacion al frio; lo cual
indica un cambio progresivo del perfil de expresion del transcriptoma (Kaplan et al.,
2007). Al ser el ajo una planta tolerante al frio, es previsible observar cambios en el

transcriptoma durante el ciclo del desarrollo del ajo.

Sin embargo, ¢como es que la planta percibe la sefial causada por las bajas
temperaturas y procede a la transduccion de esta en los cambios mencionados
anteriormente? Se piensa que cuando las membranas celulares perciben el
descenso en la temperatura, se induce el incremento en la concentracion del calcio
citoplasmatico (Figura 2.6). Después, esta sefial es transmitida a través de proteinas
de unién que activan cascadas reversibles de fosforilacion/desfoforilacion, las cuales,
participarian en el control de la acumulacién de diferentes moléculas de sefializacion,
como por ejemplo las fitohormonas que, a su vez, modularian la actividades de varios
factores de transcripcion, y por lo tanto, se induce la expresién genética regulada por
las bajas temperaturas (Catala et al., 2012); otros compuestos podrian ser los
azucares como la sacarosa, cuya sintesis es activada debido a la fosforilacion de la

enzima sacarosa fosfato sintasa (SPS) (Stitt y Hurry, 2002).

Diversos estudios han sefialado la importancia del factor temperatura antes
de la siembra y durante el desarrollo del cultivo del ajo. Gvozdanovi¢-Varga et al.
(2004) observaron que un mismo genotipo puede mostrar diferentes fenotipos
dependiendo de las variaciones climatolégicas presentadas en cada temporada de
cultivo, indicando que los factores ambientales juegan un papel importante en la

formacioén del bulbo.

Kamenetsky et al. (2004) estudiaron el efecto de la temperatura de

almacenamiento y condiciones de crecimiento en relacion con el desarrollo
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vegetativo y los 6rganos reproductivos. Sus observaciones indican que las bajas
temperaturas del almacenamiento antes de la siembra y durante el crecimiento en
combinacion con fotoperiodos largos promueven la elongacion del escapo floral,
mientras que temperaturas mas calidas y fotoperiodos largos inducen la

translocacién de compuestos de reserva.

Mathew et al. (2011), sefialaron que un adecuado estimulo ambiental puede
promover la florogénesis en diversos genotipos de ajo. Los autores almacenaron
dientes semilla durante 8 semanas a 4 °C antes de la siembray, 79 dias posteriores
a esta, tomaron una muestra representativa de cada genotipo, la cual fue expuesta
a una interrupcion de la duracion del fotoperiodo por 30 6 10 dias. El almacenamiento
a bajas temperaturas junto con un fotoperiodo corto promovié la iniciacion floral en
los genotipos que producen escapo floral, mientras que este fue afectado de manera
mixta por el fotoperiodo largo dependiendo del genotipo, en unos fue promovido,

mientras que en otros fue suprimido.

En otro estudio en el cual se determiné la duraciébn Ooptima del
almacenamiento a 4 °C previo a la siembra de dos variedades de ajo California Late
y California Early, los resultados indicaron que los rendimientos mas altos en relacion
con el numero de bulbos y de dientes por bulbo, se obtuvieron cuando los dientes
semilla fueron almacenados a dicha temperatura por 45-60 dias antes de la siembra
(Bandara et al., 1999).

El equipo de trabajo del Laboratorio de Fisiologia y Bioquimica Poscosecha
de Frutas y Hortalizas de la Universidad Autonoma de Querétaro almacenaron
dientes semilla durante 2 temporadas consecutivas (2009-2010 y 2010-2011) por 35-
42 dias a 5 °C antes de la siembra. Los ajos obtenidos presentaron escapo floral al
término del periodo de cultivo lo que coincide con lo observado por Mathew et al.
(2011) y Kamenetsky et al. (2007) por lo tanto, como estos autores indicaron, la
florogénesis esta controlada por una cascada de factores genéticos que codifican
para su progresion ascendente y esta diferencialmente regulada por la temperatura
y el fotoperiodo.
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Del Pozo y Gonzéalez, (2005) almacenaron bulbos de ajo a4 y 16 °C durante
20, 40 6 60 dias, observando formacion de bulbos so6lo cuando la temperatura de
almacenamiento fue de 4 6 7 °C. Los autores observaron que la temperatura y el
tiempo de almacenamiento antes de la siembra influyen en el tiempo que tarda en
iniciar la formacion del bulbo: a mas baja temperatura y mayor tiempo de
almacenamiento, hubo un mayor porcentaje de emergencia de brotes, y el nUmero
de dias entre las etapas de emergencia e inicio de la bulbificacion disminuyé. Los
resultados obtenidos por Del Pozo y Gonzalez (2005) concuerdan con lo observado
en la temporada 2010-2011 por el grupo de trabajo del Laboratorio de Fisiologia y
Bioquimica Poscosecha de Frutas y Hortalizas de la Universidad Autbnoma de
Querétaro: el numero de dias del periodo comprendido entre la emergencia y el inicio
de bulbificacion fue menor en las plantas cuya semilla fue almacenada antes de la
siembra a baja temperatura (99 dias) que el de las provenientes de semilla
almacenada a temperatura ambiente (135 dias).

Rahim y Fordham (1988, 2001) examinaron bulbos de ajo tropical obtenidos
de ‘semilla’ almacenada a 5y 20 °C durante 30 dias antes de la siembra; y los efectos
de este tratamiento en la iniciacion, diferenciacion, desarrollo y maduracion de la
planta. Los autores sefialaron que los bulbos de ajo provenientes de los dientes
almacenados a baja temperatura iniciaron la diferenciacion de los dientes por
adelantado y completaron su desarrollo en menos dias (87), en comparacion de los
bulbos de ajo que resultaron del almacenamiento a 20 °C (117 dias). Esto concuerda
con lo observado por Zavala-Gutiérrez (2011) durante la temporada 2010-2011 quien
observd que las plantas de ajo provenientes de bulbos almacenados a 5 °C
completaron su madurez a los 157 DDS; mientras que aquellos almacenados a

temperatura ambiente, su desarrollo se extendié hasta 199 dias.

Utrilla-Vazquez (2008) y Vazquez-Mandujano (2009) almacenaron dientes
‘semilla’ a 5, 10 °C y temperatura ambiente (TA) por 2 o 16 dias, observando que
estos tratamientos de almacenamiento en frio no tuvieron un efecto significativo
sobre el inicio de la bulbificacién de los ajos. Esto contrastd con lo observado por

Lopez-Hernandez (2010) y Zavala-Gutiérrez (2011); quienes también almacenaron
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dientes ‘semilla’ a 5 °C y TA, por 35 y 42 dias respectivamente, observando un
adelanto en el inicio de la bulbificacién y en la cosecha para las plantas provenientes
de semilla almacenada a baja temperatura. Los datos anteriores sefialan que hay
un umbral del tiempo de almacenamiento en frio a partir del cual se observan

respuestas en el ciclo de cultivo.

2.4 Metabolismo de compuestos asociados a la bulbificacion

2.4.1 Carbohidratos

En el género Allium, los carbohidratos son los compuestos mas abundantes,
siendo estos del tipo no estructural tales como los fructanos (~84 % materia seca),
ademas de glucosa, fructosa y sacarosa (~16 % materia seca). En las plantas que
pertenecen a este género, no se han identificado almidén ni series de rafinosa
(Chandrashekar et al., 2011; Darbyshire y Henry, 1981).

Darbyshire y Henry (1981), citaron a Bacon (1959), quien reporto la distribucién
de sacaridos de 3, 4 y 5 mondémeros en las bases del bulbo de cebolla (Allium
cepa) y sugirio la presencia de polimeros de al menos 8 grados de polimerizacién
(GP). Estos autores confirmaron la presencia de polimeros de hasta 12 unidades
mediante cromatografia de permeacion en gel en bulbos de cebolla Creamgold y
Bunching. En ajo se ha reportado un polimero de fructanos de ~50 GP
(Baumgartner et al., 2000), por lo que estimaron que el rango de polimerizacién
de los fructanos en ajo se extiende desde 3 hasta 50 GP. Darbyshire y Henry
mencionaron que las reacciones de las enzimas fructan:fructan
fructosiltransferasas de ambas especies fueron similares, independientemente del
tamafio del polimero aceptor. Los autores sugieren que el suministro de sacarosa
como sustrato, puede jugar un papel central y de control en la capacidad de la
planta para sintetizar polimeros de mayor grado de polimerizacion; por lo cual A.
sativum al contener una mayor cantidad de carbohidratos (252 mg g peso fresco)
respecto de A. cepa (42 mg g1), tendria un mayor suministro del sustrato para la

sintesis de polimeros de mayor grado de polimerizacion. Es decir que estos
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autores sugieren que el grado de polimerizacion del fructano esta determinado por
la disponibilidad de sustrato o por el transporte de sacarosa.

Por otro lado, también se ha sefalado en otras especies que las bajas
temperaturas inducen una mayor sintesis de sacarosa; Guy et al., (1992) indicaron
gue plantulas de espinaca crecidas a 25 °C durante tres semanas y después
transferidas a 5 °C durante 14 dias, acumularon 15 veces mas sacarosa respecto
de las plantulas que fueron desarrolladas a 25 °C; este cambio fue asociado con
un incremento en la actividad de la enzima sacarosa fosfato sintasa (SPS), enzima
clave en la sintesis de este disacarido. Este aumento en la concentracion de
sacarosa por efecto de bajas temperaturas también ha sido indicado en cafa de
azucar (Uehara, 2009).

En general, los azlcares pueden actuar de forma diferencial para promover la
aclimatacion al frio, por ejemplo, incrementado la presion osmética o protegiendo
macromoléculas especificas de la deshidratacion. También pueden interaccionar
con otros componentes de la respuesta a la aclimatacion, como la expresion de
genes que estan regulados por el frio (COR) la desaturacion de acidos grasos y la

sintesis de prolina (Stitt y Hurry, 2002).
2.4.1.1 Sacarosa

Strand et al. (2003) analizaron la importancia de la regulacion de la

biosintesis de sacarosa durante la aclimatacion al frio en plantas transgénicas de

Arabidopsis thaliana con sobre expresion de la enzima sacarosa fosfato sintasa, o

con represion antisentido de esta misma enzima y de la fructosa-1,6-difosfatasa

(regulador de la via biosintética). Cuando las plantas fueron transferidas de 23 °C a

5 °C; los autores observaron que la biosintesis de la sacarosa en las plantas que

tenian sobre expresada la enzima SPS redujo la inhibicion de la fotosintesis

manteniendo la movilizacion de carbohidratos desde los sitios fuente hasta los de

almacenamiento, asi como el incremento del desarrollo de la tolerancia a la

congelacion. Esto se relaciona con lo sefialado por Tognetti et al. (1990), quienes

indicaron una relacion entre la capacidad para acumular sacarosa con la capacidad
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de incrementar la actividad de SPS. Se ha observado que en Arabidopsis thaliana
la actividad de SPS comenz6 30 minutos después de haber transferido las plantas
de una temperatura célida a 4 °C estimulandose la sintesis de la sacarosa (Stitt y
Hurry, 2002).

Guy et al. (1992), indicaron que bajo condiciones de baja temperatura, (14
dias a 5°C) la captura de energia fotosintética se reduce en menor medida que la
energia utilizada por el metabolismo, lo que llevé a una acumulacion de carbohidratos
de reserva como la sacarosa (12 veces mas que a temperatura ambiente), fructosa,
glucosa y fructanos. De igual forma indicaron que la actividad y cantidad de SPS se

incrementd cuando las hojas fueron transferidas a bajas temperaturas.

Si este fendmeno se presentara en ajo, seria posible esperar que bajo
condiciones de baja temperatura hubiera una sobre expresion del gen de la SPS que
podria inducir una mayor cantidad de enzima y mayor actividad de la misma
generando una mayor acumulacién de sacarosa que podria ser empleada para la
sintesis de fructanos. No obstante, los datos mostrados por las anteriores
investigaciones muestran un efecto directo de las bajas temperaturas en la fisiologia
de las plantas estudiadas; para el caso del ajo, habia que resaltar que el estimulo de
bajas temperaturas se da antes que la planta sea sembrada, por ello habria que
esperar que los efectos a nivel de expresion de genes deben observarse de manera
temprana aunque los efectos fisioldgicos solo sean observados cuando la planta se

encuentra al final de su ciclo de cultivo.
2.4.1.2 Fructanos

Los fructanos son carbohidratos de reserva cuya estructura quimica la
constituye una molécula de sacarosa a la que se unen polimeros de fructosa, lineales
o ramificados; estan presentes en el 15 % de las plantas superiores, en algunas de
las plantas inferiores y en bacterias (Heldt y Heldt, 2010; Kusch et al., 2009; Vijn y
Smeekens, 1999). El organismo humano no posee un sistema enzimatico con
capacidad para digerir estos compuestos, por lo que los fructanos son de gran interés

a la industria alimentaria como ingredientes que no aportan calorias.
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Los fructanos tienen importancia en la industria alimentaria, debido a que
pueden ser usados como aditivos porque tienen sabor dulce, o formar emulsiones
con textura similar a las grasas de sabor neutro (Olvera Carranza et al., 2015) asi
como en aplicaciones farmacéuticas y biotecnologicas: produccion de bioetanol
jarabe de fructosa, sustituto de alimentos ricos en proteinas, agente de
transesterificacion de triacilgliceroles.

También han sido utilizados como prebioticos y antioxidantes, promotores
de la absorcion de minerales, componentes en mecanismos de defensa contra
diversas enfermedades (estrefiimiento, diarreas, sindrome de intestino irritable) o
como inmunoreguladores, agentes mejoradores del metabolismo de lipidos al reducir
la trigliceridemia y colesterolemia, prevencion de enfermedades tales como
osteoporosis, arterosclerosis cardiovascular, obesidad y diabetes tipo 2; (Verspreet
et al., 2015; Apolinério et al., 2014; Peshev y Van den Ende, 2014; Ulloa et al., 2010).

Estos carbohidratos son acumulados como reserva, ademas o en lugar del
almidon; algunos investigadores asocian la formacion de fructanos con la tolerancia
al frio y la sequia, al observar un aumento en la expresién de genes que codifican
para las fructosiltransferasas, enzimas que participan en la sintesis de estos
compuestos (Hisano et al., 2008). La funcion de los fructanos no solo es de reserva,
pues también participan en el mantenimiento de potenciales osmoticos y en la
estabilidad de macromoléculas y estructuras biologicas (Pontis, 2004; Vereyken et
al., 2001; Thorsteinsson et al., 2002; Vijn y Smeekens, 1999).

La sintesis de fructanos, en especial la actividad de sintesis de kestosa
(fructosil-sacarosa), es inducida cuando hay presencia de sacarosa; ademas, se ha
indicado que las proteinas cinasas y fosfatasas las cuales participan en la regulacion
genética, toman parte en la cadena de eventos que intervienen en la sintesis de este
tipo de carbohidratos por accion de la sacarosa ya que se ha observado la inhibicion
de la induccion de sintesis de fructanos en presencia de antagonistas de cinasas y

fosfatasas (Martinez-Noél et al., 2001).
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En el bulbo del ajo, este carbohidrato es el mas abundante, 125 — 235 mg g
! peso fresco y constituye el 70 % del peso de la materia seca (Vazquez-Mandujano,
2009; Losso y Nakai, 1997). La clase de fructanos presentes en A. sativum, consiste
en pocos fructooligosacaridos como neokestosa y pequefias cantidades de inulina,
mientras que se ha detectado una elevada concentracion de fructanos de alto grado
de polimerizacién (Ernst et al., 1998), siendo el maximo hasta ahora reportado de 58

(Baumgartner et al., 2000).

Losso y Nakai (1997) investigaron la distribucion de pesos moleculares
utilizando la técnica MALDI-MS (matrix assisted laser desorption/ionization-mass
spectrometry), indicando que el rango de peso se encuentra entre menos de 1000 a
~4500 Da, para fructanos de hasta 38 GP. Recientemente se establecié el peso
molecular de un fructooligosacarido de 9 GP, consistiendo en 1.8 kDa (Tsukamoto et
al., 2008).

2.4.1.2.1 Biosintesis y clasificacion

Estos compuestos se acumulan en la vacuola de las células vegetales
aunque es posible que también sean sintetizados en los compartimentos
prevacuolares, en las células del parénquima de almacenamiento (Valluru y Van den
Ende, 2008; Pontis, 2004; Vijn y Smeekens, 1999; Kaeser, 1983). Su sintesis se
lleva a cabo por fructosiltransferasas, quienes transfieren unidades de fructosa a la
molécula de sacarosa. La primera reaccion de sintesis la lleva a cabo la
sacarosa:sacarosa fructosiltransferasa (1-SST), quien transfiere un residuo fructosil
de la sacarosa a otra molécula de sacarosa dando como resultado la formacion del
trisacarido 1 kestosa (G1-2F1-2F) (Heldt y Heldt, 2010).

1-SST .
Sacarosa + Sacarosa > 1-kestotriosa + glucosa

G-F G-F G-F-F G
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Esta 1-kestosa puede aceptar un residuo fructosil de un fructano donador,
esta reaccion reversible es catalizada por fructan:fructan fructosil transferasa (1-
FFT). Esta enzima transfiere preferentemente un residuo fructosil de un trisacarido
a una inulina mas larga, por lo que la sacarosa no puede ser un donador fructosil,

pero puede servir como un aceptor cuando esta enzima esta en accion.

G- (F)y + G- (F), s G- (P + G- (P

Otra enzima que participa en la biosintesis de fructanos es la sacarosa fructosil
transferasa (6-SFT), la cual a partir de dos sacarosas o de una sacarosa y un
fructano, transfiere un residuo fructosil hacia el carbono 6 del compuesto aceptor,

produciendo la 6-kestosa o una bifurcosa.

Sacarosa + 1 kestosa 6-SFT > Bifurcosa + glucosa
G1-2F G1-2F1-2F G1-2F(6-2F)1-2F G

Sacarosa + Sacarosa 6-SFT > 6-kestosa +  glucosa
G1-2F G1-2F G1-2F6-2F G

La enzima, que cataliza la formacién de neokestosa a partir de sacarosay 1
kestosa, fructan:fructan-6 glucosa-fructosiltransferasa (6G-FFT) transfiere el residuo

fructosil de la fructosa hacia el carbono 6 de la glucosa de 1-kestosa:

Sacarosa + 1-kestosa 6G-FFT > Neokestosa + Sacarosa

G1-2F G1-2F1-2F F2-6G1-2F G1-2F

La enzima que esta involucrada en la degradacion de fructanos es la fructan

exohidrolasa, la cual separara una fructuosa de la cadena del fructano.
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FEH
Fructano, ., > Fructano +  Fructuosa

G1-2F(1-2F), G1-2F(1-2F), 4 F

La accion de estas enzimas da como resultado la formacion de una mezcla
de moléculas de fructanos con diferentes longitudes de cadena y grado de
polimerizacion y que varia segun la especie (Laere et al., 2002; Vijn y Smeekens,
1999).

Los fructanos se clasifican en cinco estructuras basicas:

1. Inulina: polimero lineal de unidades D-fructosil que se unen entre si por
medio de enlaces B(2—1), la molécula mas simple es el trisacarido 1-kestosa
(isokestosa. Figura 2.7).

CH,OH
o

HO CH,OH A/ Ho
o
o y CH,0H

; HO

HO cfi,
o

OH \ >

o HO

CH>0H

HO

Figura 2.7 Estructura de 1-kestosa

2. Levano: Presente en los forrajes, es un polimero lineal con enlaces

B(2—6), como la 6-kestosa (Figura 2.8).

HO CH,OH

o 'CH,OH
; (o]
HO HOCH,
o
OH HO/ N\, / CH,0H
(o) CH: HO
HO

Figura 2.8 Estructura de la 6-kestosa
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3. Mezcla de levanos: Fructanos con ramificaciones, presentes sobre todo
en el trigo y la cebada, consta de unidades fructosil unidas por dos tipos de enlaces,
B(2—1)y B(2—6). Ejemplo: bifurcosa (Figura 2.9 A).

4. Neoseries de inulina: Polimero lineal con residuos fructosil tanto en el
carbono 1 como en el 6 de la glucosa, por lo que este tipo de fructano consiste en
una cadena de fructosa a ambos extremos de la molécula de glucosa, como es el

caso de la neokestosa (Figura 2.9 B).

1CH,0H

o

0.

CH,OH

1 CH,OH

HO.

HO

0

/ CHAOH

>%/ h
CH,0H

6CH, 1

0

HO

0

1
CHo0H

OH
0 HO
2 CH,0H

HO

HO
HO CH,OH
o
o
Ho oh
o HO
OH Ho\6,/ 2 CH,OH
] CH, HO
HO

A B

Figura 2.9 Mezcla de levanos y series de inulina.

A. mezcla de levan, estructura de bifurcosa
B. estructura de neokestosa

5. Neoseries de levano: Son polimeros de residuos de fructosa unidos por

enlace B(2—06) al residuo de glucosa de la sacarosa.

Para la sintesis de estos compuestos es importante la luz del sol, con la cual
la disponibilidad de la sacarosa en la célula se modifica: alta actividad fotosintética
estd asociada con altas tasas de exportacion de carbono de los cloroplastos al
citoplasma, lo que resulta en el incremento de intermediarios de la sintesis de
sacarosa, y esta a su vez , puede ser distribuida hacia la vacuola donde es utilizada
para la sintesis de fructanos por accioén de las fructosiltransferasas (Vijn y Smeekens,
1999).

fructanos en plantas.

En la Figura 2.10 se resume el esqguema propuesto para la sintesis de
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Figura 2.10 Biosintesis de fructanos en plantas
(Olvera et al., 2007)
1-SST, sacarosa:sacarosa fructosil transferasa;
1-FFT, fructan:fructan fructosil transferasa;
6-SFT, sacarosa fructosil transferasa;
6G-FFT, fructan:fructan seis fructosil transferasa,
FEH, fructan exohidrolasa
2.4.1.2.2 Estudios del efecto de la temperatura de almacenamiento en los

cambios del contenido de fructanos

El efecto de la temperatura en la acumulacion de fructanos se ha estudiado
en otras especies vegetales; Jeong y Housley (1990), observaron que la cantidad de
estos carbohidratos en las hojas fue mas alta cuando los materiales se encontraban
a 10 °C, pero disminuyd si se aumentaba la temperatura a 25 °C; por lo que se puede
inferir que las bajas temperaturas afectan la expresion de enzimas que participan en

el metabolismo de los fructanos.

Thorsteinsson et al. (2002), observaron que las bajas temperaturas
indujeron un aumento en la cantidad de carbohidratos totales, notandose una mayor

acumulacion de fructanos con grado de polimerizaciéon (DP) entre 12-80.

En un estudio bajo condiciones de foto y termoperiodo controlados, Galaz-
Pérez (2008) analiz6 el contenido de fructanos en hojas durante el desarrollo de ajo
‘California Late’, indicando que la temperatura y el fotoperiodo controlan el ciclo de
cultivo de esta planta y que la sintesis de fructanos parece estar controlada por las

bajas temperaturas durante las primeras etapas del desarrollo.
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Esto parecio indicar que durante el almacenamiento y las primeras etapas
del desarrollo, las bajas temperaturas inducen la expresion de genes que se activan
cuando cambian las condiciones de temperatura y luz, y que sus efectos son visibles

hasta el final del cultivo.

Utrilla-Vazquez (2008) analizo el efecto de la temperatura y el periodo de
almacenamiento antes de la siembra en el desarrollo de la planta de ajo en dos
localidades. Esta autora observé que el contenido de fructanos en los bulbos de ajo
“Retinto” durante su ciclo de cultivo en ambos lugares, mostraron un claro incremento
a partir del dia 179 después de la siembra, ella hace notar que este aumento coincidié
con el inicio de la diferenciacién del bulbo, lo cual tiene l6gica si se considera que la
materia seca de los bulbos esta principalmente formada por estos carbohidratos.
Adicionalmente a esto, la autora indica que los bulbos procedentes de dientes
‘semilla’ almacenados en refrigeracion (5 y 10 °C) tuvieron un mayor contenido de
fructanos respecto de aquellas procedentes de temperatura ambiente. Esto puede
estar relacionado con el aumento en la actividad de la enzima sacarosa fosfato

sintasa (SPS) y la acumulacion de sacarosa indicado por Guy et al., (1992).

Vazquez-Mandujano (2009), analizé la acumulacion de fructanos en bulbos y
pseudotallos, ademas de la actividad de 1-SST durante diferentes periodos del
desarrollo de plantas de ajo ‘Coreano’ generadas de dientes ‘semilla’ almacenados
a5 °C, 10 °Cy temperatura ambiente durante 10 dias antes de la siembra. El analisis
estadistico indicé que en los tres tratamientos de almacenamiento no hubo efectos
significativos en la acumulacion de estos carbohidratos ni en la actividad total y
especifica de la enzima; sin embargo, si se presentaron cambios a través del
desarrollo del cultivo, independientes de los tratamientos aplicados. En ambas
regiones anatémicas de la planta hubo acumulacion simultanea de fructanos durante
los primeros 203 dias después de la siembra (DDS), seguido de un incremento rapido
en el bulbo y una reduccién en los pseudotallos; la disminucion del contenido de
fructanos en pseudotallos respecto a los bulbos casi al final del cultivo sugiere un
transporte de estos desde los sitios de sintesis (hojas y pseudotallos) hasta los sitios

de almacenamiento (bulbo), lo cual esta asociado con el inicio de la bulbificacion.
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La actividad de 1-SST, antes de la siembra fue baja en comparacion de la que
presentaron las plantas a partir de 75 DDS cuyo valor aumenté o disminuy6 durante
el desarrollo del cultivo segun la parte anatbmica analizada, hojas, pseudotallo y
bulbo; el hecho de que no se detectaran diferencias en la actividad especifica de 1-
SST, parece mostrar que esta enzima se encuentra de forma permanentemente en
el tejido de la planta y, por lo tanto, no es una enzima reguladora del proceso de
sintesis de fructanos, lo que pudiera indicar que quiza esta funcion esté a cargo de
otras enzimas que participan en el metabolismo de fructanos, como la FFT

(fructan:fructan fructosiltransferasa).

Lopez-Hernandez (2010) analizo6 el contenido total y el perfil cromatografico
de fructanos de hojas, pseudotallos y bulbos durante el desarrollo de plantas
procedentes de “dientes semilla” de ajo ‘Coreano’ almacenada a 5°C por seis
semanas o a temperatura ambiente; Los bulbos mostraron la concentracion mas alta
(36.4 y 46.6 % de fructanos en la materia seca; TA y 5 °C, respectivamente),
siguiendo los pseudotallos (18.8 y 18.6 % MS) y por ultimo las hojas (5.6 y 7.0 %
MS); indicando que, segun la parte de la planta, sera su capacidad para almacenar

esta clase de carbohidratos.

Ademas, el analisis del contenido de fructanos para cada periodo de
muestreo, Lopez-Hernandez (2010) indic6 que durante los primeros 50 dias después
de la siembra (DDS), hojas y pseudotallos de plantas provenientes del
almacenamiento a 5 °C mostraron mayor concentracion de fructanos. Sin embargo,
al final del cultivo, el contenido de estos carbohidratos en dichas partes anatémicas
de la planta fue estadisticamente menor respecto de los bulbos. Esto sugiere un
posible transporte de fructanos desde las hojas (posiblemente érganos de sintesis,
pero con capacidad de reserva limitada) hasta los bulbos a través de los
pseudotallos; tomando en cuenta de que los bulbos son 6rganos de reserva mientras
gue los pseudotallos son 6rganos de transporte cuya funcién consiste en conducir
nutrientes, agua y fotosintatos, ademas de ser almacén temporal de fructanos; la
autora, observé una tendencia de mayor transporte en las plantas provenientes de

semilla almacenada a 5 °C.
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En relacion con el perfil cromatogréafico de fructanos, Lopez-Hernandez-
(2010) obtuvo diferencias entre las diferentes condiciones de temperatura de
almacenamiento del diente semilla. Para las plantas provenientes de ‘semilla’
almacenada a 5 °C, las hojas acumularon fructanos de alto peso molecular, los
cuales fueron metabolizados y posteriormente transportados hasta los bulbos.
Mientras que a temperatura ambiente no se indujo la acumulacion temporal de

fructanos de alto peso molecular en el mismo érgano.

Hisano et al. (2008) aislaron 6 cDNA’s que al expresarse codificaron para
fructosiltransferasas de raigras, una especie de pasto tolerante a bajas temperaturas;
uno de ellos codificé para la sacarosa:sacarosa fructosiltransferasa (1-SST), dos
para fructan:fructan 6G-fructosiltransferasa (6G-FFT), y la secuencia proteinica de
tres fue similar a la sacarosa:fructan 6-fructosiltransferasa (6-SFT). El contenido de
fructanos tanto en hojas como en los tejidos de la corona cuando el raigras fue
sometido durante 4, 7, 14 y 30 dias a un tratamiento en frio (8 horas a una
temperatura diurna de 6 °C y una temperatura nocturna a 2 °C por 16 horas); los
autores observaron al menos dos patrones diferentes en lo que respecta a los
cambios en los niveles de mMRNA por efecto de las bajas temperaturas. Transcritos
de 6-SFT se incrementaron de forma gradual durante el tratamiento con frio; mientras
gue la expresion de 1-SST y 6G-FFT aument6 durante las primeras 24 h, pero
disminuy6 antes de aumentar de nuevo cuando se amplié el periodo de tratamiento

en frio.

Estas investigaciones sefialan que el metabolismo de los fructanos esta
profundamente afectado por las bajas temperaturas a que se encuentran sometidos
tanto los bulbos “semilla” como la planta durante su desarrollo; por tanto es muy
posible que un escrutinio comparativo de la expresion de genes que codifiquen para
las proteinas del metabolismo de estos carbohidratos durante el desarrollo de plantas
producidas con semillas” almacenadas a 5°C y temperatura ambiente (TA) nos
permita describir una dinamica de expresion de genes que ayude a interpretar los

efectos de las bajas temperaturas en la acumulaciéon de estos carbohidratos.
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2.5 Las técnicas de biologia molecular como herramientas en el estudio de los

efectos de ambiente en el desarrollo de la planta

Cada organismo vivo esta construido de acuerdo a la informacién contenida
en sus genes: cada una de sus células, lleva una copia de esta informacion a la cual
llamamos genoma (Karp, 2009; Mathews et al., 2002). La biologia molecular es la
disciplina cientifica que se encarga de estudiar los procesos celulares que
desarrollan las diversas macromoléculas biologicas presentes en la célula desde la
perspectiva genética (genes y genoma); no obstante, dependiendo de condiciones
fisiologicas concretas, ciertos genes estaran expresados, mientras que otros
permaneceran apagados y otro grupo se estaran expresando segun el momento del
desarrollo, tipo celular y condiciones fisiologicas (Alberts et al., 2008 en Lomas-Soria,
2012).

Esta expresion génica conduce a la sintesis de proteinas y/o enzimas,
‘maquinas moleculares’ cuya funciéon consiste en cambiar, conducir y regular la
fisiologia y morfologia celular (Renneberg, 2012; Miller-Esterl, 2011; Beadle y
Tatum, 1941). A este proceso le han llamado dogma central de la biologia molecular,
el cual es el paradigma dominante, propuesto por Francis Crick en 1956, los genes
estructurales son secuencias de acido nucleico que funcionan al ser expresados en
forma de polipéptidos, la replicacién permite la herencia de la informacion genética,
mientras que la transcripcion y la traduccién son responsables de su expresion; a la
fecha esta representacion ha sufrido cambios a causa de la obtencion de nuevos
datos a través de investigaciones (Figura 2.10; Krebs et al., 2014; Barry, 2007;
Gerstein et al., 2007).
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Transcripcion Traduccién

ADN > ARN , PROTEINAS

Modificaciones
post-transcripcionales

Transcripcién

Reversa (RT) Virus ARN Priones

Factores de Transcripcion

Figura 2.11 Dogma central de la Biologia Molecular

Debido a las ventajas obtenidas a partir del desarrollo de herramientas y
métodos que permiten la manipulacién directa del ADN de diversos organismos,
tanto in vitro como in vivo, se han desarrollado diversas herramientas o técnicas con
el fin de conocer y comparar los genes que son expresados y/o apagados en una
situacion experimental y una control (Krebs et al., 2014; Aggarwal y Lee, 2003).

Lomas-Soria (2012), realiza una sencilla descripcion de las ventajas y

desventajas del uso de algunas de estas herramientas (Cuadro 2.2).
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Cuadro 2.2 Técnicas de andlisis para el estudio de la expresion diferencial

de genes

Técnica

Despliegue diferencial (DD)?
(separar y clonar ARNm individuales
por medio de la PCR)

Andlisis de representacién

diferencial (RDA)P (examina las
diferencias entre dos genomas
complejos mediante enriquecimiento
cinético y substractivo con el fin de
purificar fragmentos de endonucleasas
de restriccién presentes en una
poblacion de fragmentos de ADN,
pero no en la otra)

Analisis seriado de expresion
génica (SAGE)°® (aislamiento de
pequerios fragmentos de transcritos,
los cuales se concatenan y clonan)

Hibridacion sustractiva bajo
condiciones de supresioén
(SSH)¢ (obtencion de EST’s

diferencialmente expresados mediante
hibridacion sustractiva)

Ventajas

- Se pueden comparar
multiples muestras
experimentales
simultdneamente

- Es posible identificar genes
inducidos y/o reprimidos

- Elimina los fragmentos
presentes

- Obtencién de los candidatos
a genes diferenciables
(después de varias
amplificaciones selectivas)

- Identificacion de un vasto
namero de transcritos

La cantidad de la expresion
depende de la repeticion del
transcrito

- Sin necesidad de un
conocimiento previo de los
genes de interés

- Deteccion de genes con bajo
nivel de expresion

- Se pueden analizar miles de
clonas simultdneamente
Disminucion de falsos
positivos

Desventajas

- No es un método cuantitativo
Confiabilidad, falsos positivos
(50-70 %)

- No puede detectar transcritos
de baja abundancia

- Se hace forzosa la
realizacién de pasos de
amplificacién secuencial
(obtencion de fragmentos
diferenciables), por lo tanto, es
una técnica laboriosa

- Secuencias muy cortas, por
lo que hay poca informacion
para compararlas con una
base de datos

- Solo se puede hacer una
comparacion de dos
poblaciones a la vez

- Sélo un paso de sustraccion,
lo que implica un aumento de
las secuencias de fondo

a Liang y Pardee, 1992; P Lisitsyn et al., 1993; ¢ Velculescu et al., 1995; ¢ Diatchenko et al., 1996.

Otra herramienta ampliamente utilizada para observar la expresién génica,

es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), creada y desarrollada en 1986 por

el grupo Cetus del departamento de genética humana en Emeryville, California; esta

técnica consiste en sintetizar/amplificar un numero ilimitado de copias de un

fragmento especifico de ADN de interés mediante el uso de pequefias sondas

complementarias a su secuencia (oligonucleétidos) y la accion de la enzima ADN

polimerasa (Mullis et al., 1986; Mulis, 1990); cuando el templado utilizado es ARN,

se tiene que emplear la enzima transcriptasa reversa para sintetizar ADN

complementario (ADNCc), el cual es usado para la reaccion de la PCR, a esta variacion

se le denomina RT-PCR. El resultado, banda(s) visibles bajo luz ultravioleta, se

29



observa mediante electroforesis en gel, el cual es un método de separacion por

tamano de acidos nucleicos usando un diferencial de voltaje (Krebs et al., 2014).

Durante los afios siguientes al origen de la PCR, esta ha evolucionado de
una técnica cualitativa o0 semicuantitativa, laboriosa e intensiva basada en lo
observable en geles tefidos, a una que detecta la presencia de los productos de
amplificacion de forma rapida y cuantitativa (Bustin, 2010); lo cual es necesario para
confirmar la expresion y la cantidad de fragmento de ADN de interés que se esta
investigando, el nombre dado a este procedimiento es PCR tiempo real, o cuantitativo
(QPCR o RT-gPCR), que mediante la union covalente de un colorante fluorescente
(SYBR Green) a la doble cadena del ADN amplificado detecta su cantidad conforme
se va sintetizando/amplificando. Esta técnica es méas sensible, eficaz, precisa y

certera que su predecesora (Reddy et al., 2015).

Otra herramienta de la biologia molecular es la secuenciacion de nueva
generacion. Los métodos de secuenciacion clasicos como el descrito por Sanger et
al. (1977), utiliza dideoxinucleétidos (ddNTPs) para terminar la sintesis de ADN en
nucleétidos particulares, los ddNTPs son etiquetados con fluor6foros que son
detectados mediante electroforesis capilar. Ahora, el poder tener esta electroforesis
automatizada permite una secuenciacién masiva y en paralelo, del alto rendimiento,
disminuye costos y tiempo de realizacién, que tiene el objetivo de estudiar y analizar
todo el genomaltranscriptoma/proteoma/metaboloma en organismo bajo una
condicion dada. En el caso del transcriptoma (RNA-seq), permite generar un catalogo
de todos los genes que se estan expresando y conocer su funcion (Krebs et al., 2014;
Lister et al., 2009; Wilhelm y Landry, 2009; Mardis, 2008).

2.5.1 Andlisis moleculares en ajo

Se han publicado mapas genéticos de plantas de género Allium, como el
ajo y la cebolla. Estas investigaciones fueron realizadas usando diferentes sistemas
de marcadores como los RAPD y AFLP en familias con diferentes antecedentes
genéticos (Cavagnaro y Galmarini 2007; McCallum et al., 2006; Sprenger et al.,
1995).
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Cavagnaro y Galmarini (2007) mencionan que marcadores especificos de
genes que codifican para aliinasa, chitinasa, 1 sacarosa:sacarosa
fructosiltransferasa (1-SST) y chalcona sintasa (CHS) han sido mapeados y que

estas enzimas se encuentran codificadas por varias familias de genes.

Zavala-Gutiérrez (2011) describiéo un perfil parcial del transcriptoma de
‘semilla’ almacenada a 5 °C por 5 semanas generando una biblioteca de 85 clonas a
las cuales se les realizd6 un analisis bioinformatico, cuyos resultados indicaron la
presencia de 28 unigenes los cuales codifican para proteinas de respuesta al estrés
(64.28 %), proteinas involucradas en el metabolismo (14.28 %), proteinas
estructurales (10.71 %) y factores de transcripcion (7.14 %). Al comparar el perfil de
transcritos de los dientes almacenados a 5 °C y el de los almacenados a TA, se
observaron 20 genes sobre expresados en la primera condicién de almacenamiento,
de los cuales 11 fueron de isoenzimas de fenil alanina amonio liasa y dos del

metabolismo de fructanos.

De acuerdo a los antecedentes mencionados; la presente tesis doctoral
aporta informacioén obtenida a través de estudios de hibridacion sustractiva de genes,
analisis del nivel de expresion genética y RNA-seq, para dilucidar los efectos que
ejercen las bajas temperaturas de almacenamiento pre-siembra en la expresion de
genes involucrados en el desarrollo, diferenciacion y crecimiento de la planta del ajo
(Allium sativum). Esta informacién debe de contribuir a enriquecer el conocimiento
para plantear alternativas de mejora en la tecnologia de produccion; con lo cual se

completara de manera mas integra el conocimiento fisiol6gico del cultivo.
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I1l. JUSTIFICACION

El entender el efecto de las condiciones ambientales, como la temperatura,
en la expresion diferenciada de los genes involucrados en la bulbificacion del ajo,
puede ser aprovechado para generar estrategias tecnoldgicas enfocadas a mejorar

la tecnologia de produccion de este cultivo.

Hay escasa informacion acerca de los mecanismos fisiologicos vy
moleculares inducidos por las bajas temperaturas en la planta del ajo, por lo que esta

investigacion aporta mayor informacion en este campo.
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IV. HIPOTESIS

Las bajas temperaturas antes de la siembra y durante los primeros meses
del desarrollo del cultivo, induciran sefiales a nivel genético para la expresion de
genes de enzimas, factores de transcripcidbn o reguladores de crecimiento que
participan en las rutas metabodlicas de compuestos involucrados en el proceso de

bulbificacion y diferenciacion del ajo.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Generar un perfil transcriptomico que permita dilucidar los efectos que
ejercen las bajas temperaturas de almacenamiento pre-siembra en la expresion de
genes involucrados en el metabolismo del desarrollo, diferenciacion y crecimiento de

la planta del ajo (Allium sativum).

5.2 Objetivos especificos

1. Elaborar bancos sustractivos de cDNA de muestras de ajo tomadas de
los brotes de dientes ‘semilla’ almacenados a 5 °C y Temperatura ambiente (TA)

antes de la siembra.

2. A partir de las secuencias obtenidas del banco de genes, realizar el

analisis bioinformético y compararlas con otras ya reportadas.

3. Analizar el nivel expresion de los genes encontrados durante las 5
semanas de almacenamiento y durante el desarrollo del cultivo, en las dos
condiciones de temperatura estudiadas mediante las técnicas de RT-PCR y RT-
gPCR.

4. Correlacionar los datos de expresion de genes con los cambios en los
contenidos de azucares simples, fructooligosacaridos y fructanos de alto peso

molecular.

5. Con los datos obtenidos mas los resultados del RNA-seq realizar un
analisis bioinformatico robusto y con ello una descripcion a nivel genético del efecto

de la temperatura en el desarrollo de la planta de ajo.
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VI. METODOLOGIA

Para el cumplimiento de los objetivos de este trabajo, se llevara a cabo una
metodologia que consta de 2 etapas. La primera etapa corresponde al objetivo

especifico niumero uno, mientras que la segunda a los restantes.

6.1 Estudio en condiciones de cultivo a temperatura semi controlada y en

condiciones de campo.

El material biolégico utilizado para la realizacion de esta primera etapa fue
bulbos de ajo (Allium sativum L.) variedad “Coreano”, producidos en la Region de
Rincon de Romos, Aguascalientes; y manejados en el Laboratorio de Fisiologia y
Bioquimica Poscosecha de Frutas y Hortalizas de la Universidad Autbnoma de
Querétaro. Estos se obtuvieron en la temporada 2010-2011 y provinieron de dientes

‘semilla’ que fueron almacenados previo a su siembra a temperatura ambiente (TA).

Este conjunto de bulbos, fue divido en dos subconjuntos o lotes. El lote 1
fue almacenado a TA por 5 semanas y conformé el grupo control o testigo, y el lote
2 tuvo un tratamiento de almacenamiento a 5 °C durante el mismo periodo, este
conjunto fue el grupo problema. Al final de esta fase, ambos conjuntos fueron
desgranados y se seleccionaron los dientes medianos y grandes, firmes y sin
defectos visibles. De cada condicion de temperatura de almacenamiento se
prepararon 2 lotes, el primero para el estudio a temperatura semi controlada (SC),
llevado a cabo en la Facultad de Quimica de la Universidad Autdnoma de Querétaro;
y el segundo para el estudio en el campo de cultivo ubicado en ElI Rancho “El
Refugio”, Municipio de Cosio, Aguascalientes (Cuadro 6.1). Un dia antes de la
siembra, los dientes semilla seleccionados fueron contados y distribuidos para cada
lote, y se mezclaron con productos agroquimicos con el fin de desinfectarlos y
protegerlos de posibles ataques de plagas y enfermedades durante su desarrollo
(Zavala-Gutiérrez, 2011).
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Cuadro 6.1 Descripcion de los tratamientos aplicados

Cond.

de

Alm.

Lote

Trat.

Descripcion

No. de
Réplicas

No. de
Dientes

No. de Plantas
Muestreos por Trat.

TA

TA

TA-
SC

5C-
SC

Bulbos procedentes de plantas de ajo cuyo
diente semilla fue almacenado a
temperatura ambiente por tres temporadas
consecutivas (2009-2010, 2010-2011 vy
2011-2012) y sembrados en Querétaro,

Qro.

Bulbos procedentes de plantas de ajo cuyo
diente semilla fue almacenado a
temperatura ambiente por tres temporadas
consecutivas (2009-2010, 2010-2011 vy
2011-2012) y sembrados en Cosio,
Aguascalientes

Bulbos procedentes de plantas de ajo cuyo
diente semilla fue almacenado a
temperatura ambiente por dos temporadas
seguidas (2009-2010 y 2010-2011) vy
almacenado a 5 °C por 6 semanas en esta
ultima (2011-2012). Sembrados en
Querétaro, Qro.

Bulbos procedentes de plantas de ajo cuyo
diente semilla fue almacenado a
temperatura ambiente por dos temporadas
seguidas (2009-2010 y 2010-2011) vy
almacenado a 5 °C en esta ultima (2011-
2012). Sembrados en Cosio, Ags.

2:-Rly
-R2

3. -R1,
-R2y-R3

2:-Rly

3:-R1,
-R2y -R3

100

900

100

900
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6.1.1 Experimento en condiciones semi controladas de temperatura

El primer lote de dientes semilla de ambas condiciones de
almacenamiento fueron sembrados en envases de 1.8 L, con un suelo adecuado
para este cultivo y se les aplico el programa de fertilizacion diferenciado segun la
condicién de almacenamiento de la ‘semilla’. Al inicio del desarrollo, a estos les
fue aplicado un régimen de temperatura baja y fotoperiodo cortos: 13 horas en
oscuridad a 10 °C y 11 horas de luz natural a temperatura ambiente (TA) durante
un mes, al término de este lapso, se controlé la temperatura durante la oscuridad
a 3 °C. Cuando se acumularon 650 horas frio por debajo de 5 °C, la temperatura
durante las 13 horas de oscuridad se restablecio a 10 °C, hasta el cambio natural
de la duracion del fotoperiodo: 11 horas de oscuridad a 10 °C, y 13 horas de luz
a TA, condiciones que se mantuvieron hasta el final del ciclo de cultivo.

6.1.2 Experimento en campo

Los dientes semilla del segundo lote para cada condicidén de temperatura
de almacenamiento fueron llevados a una huerta comercial localizada en Cosio,
Aguascalientes, y sembrados manualmente en surcos a doble hilera con espacios
de 85 cm entre cada uno y dejando una distancia de 7cm entre cada diente. En
cada replica de los tratamientos sembrados, se delimitaron cinco metros de la
siembra a la cual no se le hicieron muestreos durante el desarrollo del cultivo y
fue utilizada para las evaluaciones de rendimiento y calidad de la cosecha al final
del ciclo. El programa de fertilizacion y de riego, asi como las practicas de manejo

del cultivo fue realizado segun lo indicado por los productores.

El disefio experimental propuesto fue unifactorial (temperatura de
almacenamiento previo a la siembra) a 2 niveles (5 °C y Temperatura Ambiente).
Para los tratamientos sembrados en Querétaro, Qro., cada uno consté de 2
réplicas distribuidas al azar en cajas, las cuales fueron adaptadas para facilitar el
transporte desde la camara de refrigeracion al lugar donde recibian la luz natural.
Cada tratamiento sembrado en Cosio, Ags., tuvo tres réplicas distribuidas en

surcos experimentales dentro de la huerta comercial (Cuadro 6.1).

Durante el ciclo del desarrollo de la planta y con el propdsito de

monitorear su crecimiento, se realizaron 4 y 6 muestreos. En cada uno se
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tomaron al azar 3 6 5 plantas (unidad experimental), dependiendo del lugar de la
siembra, Querétaro o Aguascalientes (Cuadro 6.1). En cada uno de ellos se
registraron los siguientes parametros fisioldgicos: talla o altura de la planta, ancho
y numero de hojas, peso fresco, diametro del bulbo y del cuello e indice de

bulbificacion.

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente a través de un
analisis de varianza en el cual se examino el efecto del tratamiento; si éste resultd
significativo, se procedié a la comparacion de medias utilizando la prueba de
Tukey con un intervalo de confianza del 95%, utilizando el paquete estadistico
JMP v.5.0.1.

Diariamente durante el desarrollo del cultivo, se monitore6 el clima
registrado por las estaciones climatolégicas cercanas a la huerta donde fueron
sembrados los tratamientos experimentales (Cuadro 6.2), a través de la Red de
Estaciones Agroclimaticas de Aguascalientes (INIFAP), por medio de su pagina
web, en la cual se pueden obtener datos de temperatura (media, maxima, minima,
variacion cada 15 minutos) y la intensidad maxima de irradiacion solar (Watts/m?):
http://clima.inifap.gob.mx/redclima/clima/.

Cuadro 6.2 Estaciones climatologicas del Estado de Aguascalientes

Nombre de la Coordenadas .
-z . . Municipio
Estacion Latitud Longitud
El Potrerito 22°21°49.4” 102°17  30.2” Cosio
Los Pinos 22°19°13.2” 102°13° 30.6” Rincén de Romos

No obstante, el monitoreo y registro de datos se realizaron para ambas
estaciones climatolégicas, debido a la cercania del campo experimental se decidio

trabajar con los datos climaticos de la Estacion Los Pinos.

Utilizando las gréaficas de temperatura en tiempo real que esas estaciones
climatoldgicas presentan, se registraron el nimero de horas al dia en las que la
temperatura estuvo por debajo de 5y 7 °C; posteriormente los datos se sumaron
durante todo el ciclo de cultivo para cuantificar las horas frio a las que estuvo

sometido el cultivo durante su desarrollo.
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6.2 Anélisis molecular de las muestras

El material biologico utilizado en la segunda etapa fue 10 bulbos de ajo
(Allium sativum L.) variedad ‘Coreanco’, producidos en la Regién de Rincén de
Romos, Aguascalientes en la temporada 2011-2012 provenientes de ‘semilla’
almacenada a temperatura ambiente. Este conjunto de bulbos, fue dividido en
dos grupos, uno se almaceno a TA por 5 semanas y el segundo fue almacenado
a 5 °C durante el mismo periodo. Cada semana se tomaron muestras de los brotes
de los dientes (Figura 6.1), se congelaron con nitrodgeno liquido y se almacenaron
a-70 °C.

Figura 6.1 Obtencion del brote del diente ‘semilla’
6.2.1 Hibridacién sustractiva bajo condiciones de supresion (SSH)

A la tercer semana, un brote de cada condicion de almacenamiento se
pulverizd por separado en un mortero y pistilo previamente tratados con una
solucién de etanol y DEPC al 0.1 % (v/v) y enfriados con nitrdgeno para evitar la
descongelacion de la muestra. El polvo obtenido (28.2 y 29.7 mg para 5C y TA,
respectivamente) se coloc6 en un tubo eppendorf libre de ARNasas sin dejar que
se descongelara la muestra. Inmediatamente se procedid a extraer el ARN
mediante el paquete de reactivos RNeasy Plant Mini Kit (Quiagen, 2006. Ver
anexo A) y para verificar la integridad del ARN se realizo una electroforesis en gel
de agarosa al 1.2 % (w/v) y se cuantifico la cantidad extraida mediante un
espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific, 2009). A continuacion se realizd
la sintesis de ADNc de doble cadena segun el protocolo descrito en el kit PCR-
selectTM cDNA subraction de Clontech (2007. Ver anexo B) partiendo de
aproximadamente 2 ug de ARN, y al término se efectud una electroforesis en gel
de agarosa al 1.2 % (w/v). Con el fin de comprobar la calidad, se midi6 la
concentracion del ADN con un espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo Scientific,

2009); siguiendo con las instrucciones descritas en el paquete de reactivos de
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Clontech se llevé a cabo la hibridacion sustractiva bajo condiciones de supresién
(SSH, Diatchenko, 1996; Ver anexo B) para las dos condiciones cuyo resultado

fue confirmado mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % (w/v).

Las bandas de gel obtenidas para las dos condiciones (cada banda se
cortd y se conservo en un tubo eppendorf previamente pesado a -20 °C) fueron
purificadas mediante el paquete de reactivos Wizard PCR preps DNA Puryfication
System de Promega (2009, Ver anexo C) e inmediatamente se procedié a la
ligacion en el vector pGEM T Easy de Promega (2010), siguiendo el protocolo
descrito por el fabricante (ver anexo D). En seguida se llevdo a cabo la
transformacion de células competentes, para ello se utilizaron dos tipos de células
siguiendo las especificaciones del fabricante (ver anexos E y F), TOP10
OneShot® Chemically Competents cells y OneShot® ElectrocompTM cells
(Invitrogen) utilizando un electroporador Eppendorf Eporator® (2009) para estas
Gltimas. Las células transformadas se sembraron en cajas Petri con agar LB +
ampicilina 100 pg/uL, adicionadas con X-gal e IPTG. Después de 16 horas de
incubacion a 37 °C y de seleccionar las células que posiblemente tengan el
inserto, se hizo la extraccion de ADN plasmidico miniprep de Sambrook (2012,
ver anexo G). A las colonias que presentaron el ADN plasmidico se les realizo
una digestion enzimatica, con la endonucleasa EcoRI (Promega, 2013) para
liberar el inserto (EST) del vector (ver anexo H).

Las colonias que presentaron inserto se incubaron en medio LB liquido +
ampicilina 100 ug/pL a una temperatura de 37 °C con agitacién (150 rpm). Al
término de 16 horas, el ADN plasmidico fue extraido utilizando el paquete de
reactivos PureYieldTM Plasmid Miniprep System (Promega, 2009. Ver anexo ).
Las secuencias de nucle6tidos fueron determinadas en la Unidad de
Proteogendmica del Instituto de Neurobiologia, UNAM campus Juriquilla, Qro.
México, mediante el método de terminacién con el Big Eye (Applied Biosistems),

en un PCR y en un secuenciador ABI PRISM 310 Genetic Analyzer.
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6.2.2 Andlisis del nivel de expresion
6.2.2.1 RT-PCR

Con el fin de observar el patron de expresion de algunos genes
obtenidos, de la informacién derivada del analisis informatico, se escogieron 8
secuencias a las cuales se disefiaron oligonuclettidos mediante el programa
Vector NTI® designer v. 15.1 (Invitrogen), dichos oligos se mandaron secuenciar

por medio Industrias Bioselec S. A. de C. V.

Al mismo tiempo, se extrajo ARN total de los brotes de las 5 semanas de
almacenamiento del bulbillo a las dos condiciones de temperatura (5°C y TA), asi
como de 5 tejidos de las plantas a dos meses después de la siembra y en la
cosecha (Cuadro 6.3), (Quiagen, 2006. Anexo A).

Cuadro 6.3 Muestras utilizadas

Semana DDS*
12 22 3@ 4a b5a 69 155 218
Almacenamiento TA Br Br Br Br Br - - _

Tam

(TAy5°C) 5C Br Br Br Br Br - - -
R, Db, R, Db,
Desarrollo del w - - - _ _ RB B,Pty B,Pty
cultivo (plantas PtyH H H
provenientes de
semilla almacenada a R B R, Db, R, Db,
2 condiciones de 5C - - - - = $ B,Pty B,Pty
Temperatura) PtyH H H

* DDS, dias después de la siembra; Br, brote; R, raiz; Db, disco basal; B, bulbo; Pt, pseudotallo; H, hoja

Después de comprobar la integridad del ARN y su cuantificacion
mediante un espectrofotometro NanoDrop (Thermo Scientific, 2009), se procedio
con la sintesis de la primera cadena del ADNc utilizando el paquete de reactivos
first strand cDNA synthesis kit (Thermo Scientific, 2011. Ver anexo J) partiendo
de una misma cantidad de ARN para todas las muestras. El ADNc de cadena
sencilla resultante se cuantificO mediante un espectrofotometro NanoDrop

(Thermo Scientific, 2009) y se almaceno a -20 °C hasta su posterior utilizacion.

Teniendo los templados correspondientes (ADNc de cada muestra), se

procedid a realizar los RT-PCRs, utilizando la siguiente mezcla de reaccion
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(Cuadro 6.4) y empleando el programa que se muestra en la Figura 6.2 en un
termociclador marca TECHNE, modelo TC-4000.

Cuadro 6.4 Mezcla de reacciéon RT-PCR

Componente ML
Agua esteéril 20.2

Regulador Titanium Taq polimerasa 20

(Clontech)

dNTPs 0.5
Oligonucleétido-Sentido 0.5
Oligonucledtido-Antisentido 0.5
Templado (ADNc) 1.0
Titanium Taq polimerasa (Clontech) 0.3
TOTAL 25.0

95°C 35 ciclos

72°C

7 min

4°C

Figura 6.2 Programa de RT-PCR

Al término de cada RT-PCR se realizo la electroforesis en gel de agarosa
1.2 % (w/v), y el nivel de expresion se cuantificé por densitometria con el programa
Gelquant de DNR Bio-Imaging Systems (Jerusalén, Israel). Los datos obtenidos

fueron normalizados utilizando como gen housekeeping ACTINA.
6.2.2.2 RT-gPCR

Para corroborar lo observado en la RT-PCR y dado que la cuantificacion
en tiempo real de la reaccion en cadena de la polimerasa es sensible, eficaz,
precisa y certera (Reddy et al., 2015), se escogieron tres EST para llevar a cabo
este analisis (SORBIDRAFT, 1-SST y PAL):
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e Para el gen que codifica para la proteina hipotética
SORBIDRAFT_0057s002150 [Sorghum bicolor] (acceso: XP_002489117.1) fue el
namero de copias que se obtuvieron a partir de la SSH. Del total de clonas
obtenidas para 5C que presentaron trascritos, el 50% tuvo homologia para este

gen; mientras que para las de TA, el porcentaje de homologia fue del 74.

e La importancia de la sacarosa:sacarosa fructosiltransferasa (1-

SST), al ser la primera enzima que participa en la biosintesis de los fructanos.

e La fenilalanina amonio liasa (PAL), la cual interviene en la primera
reaccion de la biosintesis de los fenil propanoides; Zavala-Gutiérrez (2011)
observo la sobreexpresion del gen que codifica para esta proteina en brotes
almacenados a 5 °C por 5 semanas; y Dufoo-Hurtado et al. (2013) indic6 un

aumento en la cantidad de fenoles y antocianinas en plantas 5C.

El estudio se llevd a cabo utilizando el gen 18S como housekeeping o
referencia, en el laboratorio de Gendmica Funcional y Comparativa del Instituto
Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica, bajo la tutoria del Dr. Sergio

Casas Flores y con ayuda de la Dra. Mayté G. Cervantes Badillo.

Cada par de oligonucleotidos fue disefiado mediante el software
comunmente utilizado en el laboratorio de Gendmica Funcional y Comparativa,
proporcionado por (IDT). Y se mandaron sintetizar mediante la compafiia Uniparts
S. A

La dinamica se realizé con las mismas muestras de que las utilizadas
para la RT-PCR: brotes de dos lotes de ajo almacenado a 5 °C y temperatura
ambiente durante 5 semanas, y tejido vegetal (bulbo, pseudotallo y hoja) a los 132
DDS. Las muestras biolégicas se tomaron por duplicado, y cada reaccion de RT-
gPCR se hizo por triplicado (Cuadro 6.5).

A cada muestra biologica se le extrajo el ARN (Quiagen, 2006. Anexo A),
la integridad fue observada mediante electroforesis en gel de agarosa
desnaturalizante 1.2 % (w/v) y se cuantific6 con un espectrofotbmetro para
microplacas Epoch marca BioTek Instruments. Utilizando la misma cantidad de

ARN se procedio a sintetizar el ADNc (ver anexo K).
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El ADNCc sintetizado se diluyé a una concentracién de 50 ng/uL, el cual
se utilizd6 como templado para las reacciones de RT-gPCR, sin embargo, antes
de proceder al andlisis se realizé un escrutinio para determinar las condiciones de
las mezclas de reaccion, esto es establecer las condiciones de los

oligonucledtidos para cada gen a analizar (ver anexo L).

Determinadas las mejores concentraciones, se procedio a realizar las

mezclas de reaccidn para cada muestra (Cuadro 6.6).

44



Cuadro 6.5 Muestras utilizadas para RT-gPCR

ALMACENAMIENTO DESARROLLO
TRATAMIENTO M #3 M #3 M #3
T S#1 S#2 S#3 S#4 S#5 T1 132 T2 132 T3 132
DDS DDS DDS
Temperatura ml ml ml ml ml — ml o ml —_ ml
) T = m
ambiente (TA) & m2 m2 m2 m2 m2 T m2 Fo m2 5 m2
S Ta
m mi ml ml m> mi & m1 = m £ m
5 °C: (5C) T ) m
m2 m2 m2 m2 m2 m2 o m2 m2

S, semana; M, muestreo; T, tejido; m, muestra; DDS, dias después de la siembra
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Cuadro 6.6 Ejemplo de llenado de las placas para el analisis de RT-gPCR (por gen)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A N1 N2 N3 TA TA TA TA TA TA 5C 5C 5C
SIml.1 | SIml1l.2 | SIm1.3 | SIm2.1 | SIm2.2 | SIm2.3 | SIm1.1 | SIml1l.2 | SIm1.3

B 5C 5C 5C TA TA TA TA TA TA 5C 5C 5C
SIm2.1 | SIm2.2 | SIm2.3 | S2m1.1 | S2ml1l.2 | S2m1.3 | S2m2.1 | S2m2.2 | S2m2.3 | S2ml1.1 | S2m1.2 | S2m1.3

C 5C 5C 5C TA TA TA TA TA TA 5C 5C 5C
SIm2.1 | SIm2.2 | SIm2.3 | S3m1.1 | S3ml1l.2 | S3m1.3 | S3m2.1 | S3m2.2 | SA3m2.3 | S3m1.1 | S3m1.2 | S3m1.3

D 5C 5C 5C TA TA TA TA TA TA 5C 5C 5C
S3m2.1 | S3m2.2 | S3m2.3 | S4m1.1 | S4ml1l.2 | S4m1.3 | S4m2.1 | S4m2.2 | S4m2.3 | S4ml1l.1 | S4m1.2 | S4m1.3

E 5C 5C 5C TA TA TA TA TA TA 5C 5C 5C
S4m2.1 | S4m2.2 | S4m2.3 | S5m1.1 | S5ml1.2 | S5m1.3 | S5m2.1 | S5m2.2 | S5m2.3 | S5m1.1 | S5m1.2 | S5m1.3
= 5C 5C 5C TAM3 | TAM3 | TAM3 | TAM3 | TAM3 | TAM3 | TAM3 | TAM3 | TAM3
S5m2.1 | S5m2.2 | S5m2.3 | Bml.1 Bm1l.2 Bm1.3 Bm2.1 Bm2.2 Bm2.3 | Ptm1.1 | Ptml1.2 | Ptm1.3
G TAM3 | TAM3 | TAM3 | TAM3 | TAM3 | TAM3 | TAM3 | TAM3 | TAM3 | 5CM3 | 5CM3 | 5C M3
Ptm2.1 | Ptm2.2 | Ptm2.3 | Hm1.1 | Hm1.2 | HM1.3 | HM2.1 | HM2.2 | HM2.3 | Bm1l.1 Bml.2 | Bm1.3
H 5CM3 | 5CM3 | 5CM3 | 5CM3 | 5CM3 | 5CM3 | 5CM3 | 5CM3 | 5CM3 | 5CM3 | 5CM3 | 5C M3
Bm2.1 | Bm2.2 | Bm2.3 | Ptm1.1 | Ptm1.2 | Ptm1.3 | Ptm2.1 | Ptm2.2 | Ptm2.3 | Hm1.1 | HM1.2 | HM1.3

Cada celda representa un pozo, identificados por coordenadas alfanuméricas; S semana; m, muestra; TA, temperatura ambiente; 5C, 5 °C; B, brote; Pt, pseudotallo; H, hoja
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Cada placa se llevo por separado Laboratorio Nacional de Biotecnologia
Agricola, Médica y Ambiental, del IPICYT para su andlisis mediante el equipo de PCR
tiempo real 7500 FAST de Applied Biosystems (previamente se llend y envié la
solicitud del servicio); cada corrida se llevé a cabo siguiendo las instrucciones del

fabricante y utilizando los programas determinados por el equipo.

Después de aproximadamente 2 horas por corrida, se obtuvieron los
resultados para cada placa, los cuales fueron analizados con el programa 7500
software v 2.0 (Applied Biosystems, 2007), los célculos se realizaron conforme a lo

descrito por Livak y Schmittgen (2001).
6.2.3 Andlisis del transcriptoma mediante secuenciacion masiva (RNA-seq)

Con el fin conocer todos los transcritos que se estan expresando en una
condicion dada, se extrajo ARN del brote de ajo almacenado a dos condiciones de
temperatura a la quinta semana de almacenamiento mediante un protocolo hibrido

modificado por Mejia-Teniente (comunicacion personal, Anexo M).

Después de comprobar la integridad y la cantidad del ARN, este se mandé
a los servicios gendmicos del LANGEBIO (Laboratorio Nacional de Gendmica para
la Biodiversidad) para su analisis de secuenciacion por sintesis (SBS), utilizando la

plataforma lllumina HiSeq2000.

Los datos obtenidos (crudos) fueron analizados mediante bioinforméatica por

el Dr. Juan Caballero de la siguiente manera:
1) Analisis de calidad de los datos utilizando el software Fast QC Report.

2) Lainformacion obtenida fue ensamblada mediante el algoritmo llamado
Trinity (Grabherr et al., 2011), puesto que por el momento no se tiene el genoma del
ajo y por lo tanto no hay datos de referencia para comparar ni alinear los resultados.

Trinity conlleva tres pasos:

a. Inchworm
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b. Chrysalis
c. Butterfly

El resultado del ensamblaje por Trinity se analizé mediante el programa Fast
QC, en el cual se realizé6 un mapeo, el cual fue alineado para después
realizar un ajuste mas fino secuencia por secuencia. Los fragmentos
obtenidos se analizaron mediante el programa estadistico R edge R y se

obtuvieron los transcritos expresados diferencialmente.

3) Por ultimo cada archivo de transcritos diferenciales fue analizado
mediante el programa Blast2Go (biobam), con el cual se llevaron a cabo procesos

de alineamiento, mapeo y anotacion.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Estudio del crecimiento del cultivo en campo v bajo condiciones de temperatura

semi controlada

Los dientes ‘semilla’ fueron sembrados con un dia de diferencia en
Aguascalientes (condiciones de campo) y Querétaro (temperatura semi-controlada),
Durante el desarrollo, se realizaron seis muestreos de acuerdo a lo indicado en el
Cuadro 7.1.

Cuadro 7.1 Muestreos y dias transcurridos después de la siembra

Condicion
Muestreo Campo Temperatura semi-
controlada
Fecha DDS Fecha DDS
Siembra 6 oct 2011 0 7 oct 2011 0
1 6 dic 2011 61 15 nov 2011 39
2 16 ene 2012 102 15 dic 2011 69
3 14 feb 2012 131 16 ene 2012 101
4 9 mar 2012 155 15 feb 2012 131
5 24 abr 2012 201 15 mar 2012 160
6 11 may 2012 218 16 abr 2012 192

La figura 7.1 ilustra la comparacién visual de los diferentes tratamientos para
las plantas de ajo en ambiente semi controlado; mientras que la figura 7.2 muestra
el desarrollo de las plantas en campo (Cosio, Ags.). Asi mismo la figura 7.3 muestra
las condiciones de esas plantas al momento de la cosecha. Las plantas cultivadas
en condiciones semi controladas tuvieron un desarrollo notablemente inferior que las
cultivadas a cielo abierto. Por ello, estos experimentos no permitieron determinar con
precision los efectos de controlar la temperatura en el desarrollo de la planta. No

obstante, se presentan los datos observados.
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Figura 7.1 Desarrollo de las plantas en Querétaro

103 DDS 131 DDS 155 DDS
/ 2| \

Figura 7.2 Comparacion visual del desarrollo del cultivo en condiciones

de campo
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Al. 160 DDS B1.201DDS

Al. 192 DDS
A. Condiciones de cultivo a B. Condiciones de cultivo
temperatura controlada en campo

Figura 7.3 Fase final del desarrollo de cultivo para plantas procedentes de cultivo
en condiciones semi controladas (A) y de cielo abierto (B)

El andlisis de varianza de los datos de crecimiento para las condiciones semi
controladas indic6 los valores de probabilidad resumidos en la Tabla 7.2. El
tratamiento de acondicionamiento tuvo efectos altamente significativos en el ancho
de la hoja, diametro del cuello, indice de bulbificacion y peso de la planta. Como era
de esperarse, los muestreos mostraron efectos altamente significativos asi como la

interaccion tratamiento*muestreo.

Cuadro 7.2 Valor de probabilidad. Condiciones de cultivo con temperatura semi-

controlada
. Ancho de Diam. Diam.

# hojas Altura hoja Cuello Bulbo 1B Peso
Trata- 0.0231"  0.6438'S  <0.0001™ <0.0001™ 0.0684\S  <0.0001™  0.0044"
mientos
g"sues"g <0.0001" <0.0001™ <0.0001" <0.0001™ <0.0001**  0.005%  <0.0001""
Tratami
entos* " . . .

0.0448 0.0245 0.011 <0.0001 0.0353°  <0.0001 0.0005
Muestre
oS

*+*= gltamente significativo, **= significativo, *= poco significativo, NS= no significativo, IB= Indice de bulbificacién

El Cuadro 7.3, muestra los valores de probabilidad indicados por el andlisis
de varianza de los datos de crecimiento de las plantas cultivadas a cielo abierto.
También se observaron efectos altamente significativos en el ancho de la hoja,
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diametro del cuello, el indice de bulbificacion y peso de la planta. Nuevamente el
muestreo y la interaccién tratamiento*muestreo tuvieron diferencias altamente

significativas.

Cuadro 7.3 Valor de probabilidad. Condiciones campo

Ancho de Diam. Diam.

# hojas Altura hoja Cuello Bulbo B Peso
g:‘tam'eﬂ 0.0007  0.7596MNS  <0.0001™ <0.0001™ 0.5712NS  0.0056"  0.0091
'c\)"s”es"e' <0.0001* <0.0001™ <0.0001™ <0.0001™ <0.0001" <0.0001™ <0.0001™
Tratamien

tos*Mues- <0.0001™ <0.0001™ <0.0001™" <0.0001™  0.0457° <0.0001™  0.0005™
treos

***= gltamente significativo, **= significativo, *= poco significativo, NS= no significativo, IB= indice de bulbificacién

La duracion del ciclo de cultivo tanto en condiciones de temperatura semi-
controlada como en campo fue diferente: los productos obtenidos de dientes ‘semilla’
almacenada a 5 °C antes de la siembra se adelantaron en la cosecha por 79 y 58
dias, respectivamente (Cuadro 7.4). Este adelanto coincidié con lo observado por
Lépez-Hernandez (2010) y Zavala-Gutiérrez (2012).

Cuadro 7.4 Duracion del ciclo de cultivo

TRATAMIENTO DURACION (DDS)
- Condiciones semi controladas
TA-SC 212
5C-SC 133
- Condiciones de campo
TA 218
5C 160

En los cuadros 7.5 y 7.6 se presentan la comparacién de medias de las
variables de respuesta bajo condiciones de cultivo semi controlado y de cielo abierto

respectivamente.
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Cuadro 7.5 Comparacion de medias de las variables de crecimiento durante el

desarrollo del ciclo de cultivo bajo condiciones semi controladas de temperatura

Trat. M DDS NQ. Altura Ancho DC DB IB = Peso
Hojas (cm) (cm) (mm) (mm) DB/DC (9)
1 39 5.67¢ 20.57B¢ 1.17° 5.28¢ 10.52P 2.008 5.19PE
2 69 6.508¢ 25.80%8 1.31BC 6.56% 13.67°° 2.10® 8.36°PF
A 3 101 7.50"8  26.48" 1.46"® 7.92A 15.56¢ 1.97® 13.38"8
4 132 7.50%  27.75% 1.734 8.66"  16.49%¢ 1908 14.747®
5 160 8.83 30.27 1.87 9.91 16.25 1.64 17.62
6 192 8.67 27.35 1.38 7.10 15.34 2.16 11.14
1 39 4.67¢ 19.62¢ 1.03¢ 4.82°°  10.08° 2.108 4.67F
2 69 6.83"8  30.17A 1.27B® 5.73%¢  15.50°€ 2.738 9.908¢
>¢ 3 101 8.33* 31.63* 1.21B®¢ 4.79°® 19.378  4.11* 10.908¢
4 132 6.178¢ 26.42°8 1.27B¢ 4.06°°  20.50* 5.25% 8.74¢P

Letras diferentes en una columna indican diferencias significativas entre tratamientos y muestreos:
prueba de Tukey, a = 0.05. M = muestreo; DDS = dias después de la siembra; DC = diametro del
cuello; DB = didmetro del bulbo; IB = Indice de bulbificacion

Cuadro 7.6 Comparacion de medias de las variables de crecimiento durante el

desarrollo del ciclo de cultivo bajo condiciones de campo

frat. M DDS H'z})e{s A(Ictrl;r)a A(Zﬁ?)o (r?g) (rgrE:]) B P(ZSSO
1 61 7.67¢P 36.19F 1.75FF 9.77° 15.65F 1.61° 15.218
2 103 8.53B¢ 47.92P 3.05B 14.59°¢ 24.89°P 1.71P 46.568
A 3 132 9.73”B 58.83¢ 3.66" 20.37° 34.99¢ 1.72P 115.42A
4 155 10.73* 72.09”B 3.68% 20.824 35.19¢ 1.69° 144.677
5 201 7.73 95.91 3.07 23.10 59.56 2.59 237.11
6 218 5.07 82.79 2.69 17.36 66.78 4.06 203.13
1 61 7.13°P  38.66F 1.63F 8.43P 17.00F 2.03¢P 13.808
2 103 7.87°® 63.71B¢ 2.56CP 13.55¢ 29.77¢C  2.23BC 53.548
>C 3 132 6.73P 78.23A 2.868C 18.26"B  47.39B 2.638 133.594
4 155 6.60° 77.67° 2.16°F  16.008¢ 56.88 3.77° 154.34A

Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos*muestreos: prueba de Tukey, a
= 0.05. M = muestreo; DDS = dias después de la siembra; DC = diametro del cuello; DB = diametro
del bulbo; IB = indice de bulbificacion
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Las figuras (7.4 a 7.10) muestran, de forma separada, cada variable
respuesta tanto en condiciones de cultivo a temperatura semi-controlada como en
campo. El numero de hojas, su ancho, la altura de la planta, el peso de la misma; asi
como los diametros del cuello, del bulbo fueron notablemente menores en las plantas
mantenidas en macetas respecto de las plantas cultivadas a cielo abierto. Esto
sefialé que hubo otro u otros factores que limitaron de manera drastica el desarrollo
de las plantas. Dentro de estos factores pudo ser la alta compactacion del suelo de
las macetas que parecio facilitarse con los movimientos diarios de las macetas para

cambiarlas a sus condiciones ambientales programadas.

A pesar de esas fuertes diferencias con los experimentos a cielo abierto, la
condicién de almacenamiento a 5 °C asi como la acumulacion de horas frio durante

el desarrollo mostré diferencias con las plantas TA.

En general, los valores de las variables aumentaron conforme avanzo el
desarrollo de la planta; sin embargo, el nimero y ancho de las hojas, la altura asi
como el diametro del cuello disminuyeron cuando inicio la senescencia del area foliar

y la bulbificacion (Ledesma et al., 1997).

Las plantas cultivadas en maceta no mostraron diferencias significativas
entre los tratamientos en el numero de hojas (Figura 7.4); no obstante, el ancho de
las hojas de las plantas 5C (Figura 7.5) no se incrementd durante el desarrollo
sefialando que la baja temperatura en conjunto con el estrés del cultivo en maceta

altero de manera evidente el desarrollo de las hojas.
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Figura 7.5 Ancho de hojas

Para la variable altura, tanto para la condicién de temperatura semi
controlada como para la de campo, esta va aumentando conforme el ciclo de cultivo,
sin embargo, su tamafio empieza a decaer al inicio de la senescencia (101 y 160
DDS para 5C y TA de la condicién SC; y para el campo a 131y 201 DDS para 5C y
TA respectivamente; Figura 7.6).

Dentro del periodo de 155 DAS, las variables diametro del cuello y diametro
del bulbo, se comportaron de manera similar (Figuras 7.7 y 7.8); las plantas
generadas de dientes semilla 5C mostraron alturas mayores y diametros del cuello y
bulbo mayores que las plantas TA. No obstante, las plantas cultivadas en macetas
fueron notablemente mas pequefias que las cultivadas a cielo abierto en Cosio,

Aguascalientes.
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Figura 7.8 Diametro del bulbo (DB)
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Figura 7.9 indice de bulbificacion (IB)

Ledesma et al., (1997) observaron que el inicio del llenado del bulbo
corresponde con la disminucion en el ritmo de crecimiento de la planta y el inicio de
la senescencia de las hojas, lo cual puede acelerar el transporte de fotosintatos
desde las hojas y el pseudotallo hacia el bulbo. Este aspecto puede estar relacionado
con la disminucion del didmetro del cuello observado (Figura 7.7), el aumento del
didmetro del bulbo (Figura 7.8) y el mayor indice de bulbificacién (Figura 7.9) de las
plantas provenientes de dientes “semilla” o bulbillos almacenados a 5 °C antes de la
siembra. No obstante, si se comparan estas mismas variables al final del periodo de
crecimiento de las plantas TA, todos los valores de estas variables se invirtieron; es
decir que las plantas TA tuvieron mayor altura, mayor peso y mayores diametros de
cuello y bulbo. Los cual dio como resultado un mayor rendimiento de produccion de

bulbos.

La disminucion del tamafo del cuello, pudiera estar relacionada con el
transporte de fructanos del pseudotallo hacia el bulbo (L6épez-Hernandez, 2010;
Vazquez-Mandujano, 2009); las plantas 5C mostraron una mayor reduccion del
didmetro del cuello, lo cual ocurri6 a partir del 101 DDS en condiciones semi
controladas y 132 DDS en condiciones de campo; mientras que en las plantas TA se
observo, hasta los 192 y 201 DDS.

El peso de la planta durante el desarrollo del cultivo en condiciones de
campo (Cosio, Ags.; Figura 7.10) va aumentando conforme transcurrié el tiempo, y

el analisis de varianza no mostro diferencias significativas entre los tratamientos
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hasta el 4° muestreo. Sin embargo, al final del ciclo, las plantas TA, presentaron
mayor peso (203.12 g) que las plantas 5C (154.34 g), como lo observaron Lopez-
Hernandez (2010) y Zavala-Gutiérrez (2011).

De forma general, todos estos datos mostraron que el cultivo en macetas
alteré negativamente el crecimiento de las plantas de ajo aunque si se observé una
induccion del crecimiento en los plantas 5C.
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8
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44 50
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=-TA =-5C =-TA =-5C

Figura 7.10 Peso de planta

Para las plantas cultivadas en campo, Zavala-Gutiérrez (2011), sefialo, para
la temporada 2010-2011, la presencia de escapo floral en ambas condiciones de
almacenamiento (5 °C y TA), y no observo bulbos acebollados o no diferenciados.
En la temporada 2011-2012, se observé escapo floral (Figura 7.11A) en el 60y 80 %
de las plantas TA y 5C respectivamente, el 100 % de las plantas TA exhibieron

crecimiento secundario o rebrotes (Figura 7.11B) y 40 % de bulbos acebollados
(Figura 7.11C).
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Figura 7.11A Escapo florar presente en la planta de ajo.
Defectos en el ajo. B. ajo rebrotado. C. Ajo no diferenciado o acebollado

Estas diferencias de produccién de defectos pudieran ser explicados por la
diferente acumulacion de horas frio en las dos temporadas analizadas. No obstante
esta comparaciéon no explic6 estos resultados. En la temporada 2010-2011 se
registré el mayor numero de horas de frio (837 horas por debajo de 5 °C y 1159 por
debajo de 7 °C) (Figura 7.12B); mientras que en la temporada 2011-2012 se
acumularon 648 horas a5 °C y 1078 h para < 7 °C (Figura 7.12C). No obstante, los
registros de horas frio de la temporada 2009-2010 se registraron 652 y 858 horas a
5y 7°C respectivamente (Figura 7.12A) valores parecidos a la temporada 2011-2012.
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Figura 7.12 Acumulacién de horas frio. A. Temporada 2009-2010. B.
Temporada 2010-2011. C. Temporada 2011-2012
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Con el objeto de entender un poco mas el efecto de la acumulacion de las horas de
frio, se comparo esta acumulacién en diferentes meses después de la siembra para
las tres temporadas indicadas. En el cuadro 7.7 se muestra la acumulacion de horas

frio en los primeros 120 DDS.

Cuadro 7.7 Acumulaciéon de horas frio

DDS 2009-2010 2010-2011 2011-2012
<5°C <7°C <5°C <7°C <5°C <7°C
30 21 37 140 178 48 104

60 126 183 367 455 183 322
90 268 379 555 703 353 570
120 452 673 719 920 520 798

Como se puede observar, durante 2010-2011, hubo una mayor acumulacion
de horas frio. En el cuarto mes de la temporada 2011-2012, las horas acumuladas
representaron el 72 % de las horas que se acumularon en el mismo periodo en la
temporada 2010-2011; pero 15 % mas que en 2009-2010. Estas condiciones
parecieran sefialar que en la temporada 2011-2012 no deberian haberse presentado
mayores problemas de defectos y sin embargo no fue asi. La comparacion con la
temporada 2010-2011 muestran acumulaciones similares con la temporada 2010-
2011 pero en aquella temporada hubo menos defectos que en la temporada 2011-
2012. Estos datos sugieren que aunque las bajas temperaturas son importantes para
una adecuada formacion del bulbo, pueden existir la participacion de otros factores

aun no determinados.

7.2 Analisis de expresion genética durante el almacenamiento

7.2.1 Hibridacion sustractiva bajo condiciones de supresion (SSH)
7.2.1.1 Extraccion de ARN

En la Figura 7.13 se muestran las dos bandas caracteristicas de los ARN
ribosomales 28S y 18S (flecha rojas) y el barrido del ARN total extraido; por lo que
podemos decir que el ARN extraido fue de buena calidad. La cantidad de ARN
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extraida fue 0.60 pg/uL para la condicion de 5C y 0.65 ug/pL para TA. Estos datos
son similares a lo encontrado por Zavala-Gutiérrez, (2011) quien sefalé una
concentracion de 0.5 ug/uL de ARN total en la condicién de almacenamiento a baja

temperatura y 1.4 ug/uL para el almacenamiento a temperatura ambiente.

1kpb

250 pb

MT: Marcador de Tamafio
Carril 1: Condicion de almacenamiento 5C
Carril 2: Condicion de almacenamiento TA

Figura 7.13 Extraccion de ARN

7.2.1.2 Sintesis de ADNc

En la figura 7.14, se muestra la electroforesis de los ADNc para ambas
condiciones de almacenamiento en la cual se puede observar el barrido (corchete

rojo) que representa el ADNc de doble cadena (Figura 7.14).

1kpb

250 pb

MT: Marcador de Tamafio
Carril 1: Condicion de almacenamiento 5C
Carril 2: Condicion de almacenamiento TA

Figura 7.14 ADN complementario
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7.2.1.3 Hibridacién sustractiva (SSH)

Partiendo de aproximadamente 400 ng (5C) y de 150 ng (TA) de ADNc
purificado se llevo a cabo la hibridacion sustractiva bajo condiciones de supresion,
obteniéndose dos bandas correspondientes a un tamafo de entre 200-700 pb (Figura
7.15), una representa los transcritos sobre expresados (condicion 5C, recuadro rojo)

y la otra indica los expresados en la condicion de TA (recuadro amarillo).

1 kpb.

250 pb e

MT: Marcador de tamaiio

Carril 1: 2do PCR 5C

Carril 2: 2do PCR control no sustraido 5C
Carril 3: 2do PCR TA

Carril 4: 2do PCR control no sustraido TA

Figura 7.15 Resultado SSH. Recuadros rojo y amarillo, de transcritos
sustractivos para la condicion de 5 °C y TA, respectivamente

7.2.2 Obtencidn de transcritos diferencialmente expresados

El crecimiento de las células transformadas se observa en la figura 7.16A,
los puntos negros son las colonias blancas, las que posiblemente presenten el
inserto; y los puntos rojos son las colonias azul tenue. EI ADN plasmidico que se
extrajo de ambos tipos de colonias, se indica con corchetes rojos en la Figura 7.16B,
en la cual se observan las bandas que indican la presencia del vector. En la 7.16C,
se muestra la fotografia de la electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % en la cual se
indican, con flechas rojas, las clonas que presentaron inserto; las cuales se
mandaron a secuenciar. El total de colonias obtenidas que presentaron inserto fue

de 32 para la condicién 5C y de 62 para TA.
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Figura 7.16 A. Células transformadas. B. Extraccion de ADN plasmidico.
C. Confirmacioén de la presencia del inserto en las clonas

Al comparar en la base de datos blastx del NCBI (Altschul et al., 1990), se
determind que de las 94 secuencias obtenidas (EST o fragmentos expresados
diferencialmente), se encontraron homologias para 10 proteinas en la condicion 5C
y 11 para TA. Adicionalmente en la condicion 5C se observaron 4 EST que no
tuvieron homologia y 2 para la condicion TA. En la Figura 7.17 se muestra la relacion
porcentual de las clonas secuenciadas de acuerdo a su funcién (Marchler-Bauer et
al., 2013).

5% 3% 2%

10%

53%

81%

19%

) . u Proteinas relacionadas con respuestas al estrés
n Proteinas relacionadas con respuestas al estres

u Proteinas hipotéticas u Proteinas hipotéticas

u Proteinas sin homologia
u Proteinas relacionadas con metabolismo

m Proteinas relacionadas con metabolismo
u Proteinas relacionadas con mecanismos de defensa u Proteinas sin homologia

u Proteinas estructurales ] . -
u Proteinas relacionadas con regulacion post-

Proteinas relacionadas con regulacién post- ranscripcional

franscripcional

Figura 7.17 Clasificacion de los fragmentos expresados diferencialmente
(ESTs) segun su funcion. A. 5 °C. B. Temperatura ambiente
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De acuerdo a la base de datos contrastada, parece haber una mayor
diversidad de funciones de los tipos de proteinas encontrados en la condicién 5C en
comparacion con la condicion TA; en 5C, al parecer hay proteinas relacionadas con
la estructura de la célula, en este caso se trata de la proteina histona H2B que forma
parte del nucleosoma y esta relacionada con el mantenimiento de la integridad
estructural del nucleosoma, condensacion de la cromatina y por lo tanto en la
regulacion de la expresion del ADN. Otros ESTs estuvieron relacionados con los
mecanismos de defensa como la Quitinasa a la que se le asocian funciones
antifingicas ademas de un papel en la respuesta a estrés no especifico y puede ser
regulada por el desarrollo (Graham y Sticklen, 1994). En ajo se han caracterizado
tres isoformas tanto en hojas como en bulbos (Van Damme et al., 1993).

En los cuadros 7.7 y 7.8 se hace una recopilacion de los ESTs analiazdos,
para las plantas 5C y TA respectivamente; su homologia determinada en el NCBI, su

valor E y su nimero de acceso al NCBI.
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Cuadro 7.8 Homologia de EST’s expresados en la condicién de almacenamiento 5 °C

Clonas Nombre Valor E No. de acceso
5C-T5y 5CAt-T98  Tarlp [Medicago truncatula] 1x 107 XP_003614391.1
5C-T24, T25, T51,

T55, T56, T76, T94,

T104, T114, T124, Proteina hipotética SORBIDRAFT_0057s002150 [Sorghum 17 38

T155, T159, T162, bicolor] 10772 10 XP_002489117.1

T164, T177 y 5CAt-

T10

5C-T109 Inhibidor de tripsina [Allium cepa] 1.8 BAB88746.1

5C-T147, 5CAt-T13 Proteina hipotética MTR_5g051130 [Medicago truncatula] 10222103 XP_003614394.1

5C-T158, 5C-T119 Proteina hipotética MTR_5g051140 [Medicago truncatula] 10%?2a 102 XP_003614395.1

5C-T27 Sa(_:arosa:sacarosa fructosil transferasa (1-SST) [Allium 0.027 AAM21931.1
sativum L.]

5C-T113 Proteina putativa regulada por el frio [Allium sativum] 2.9 AEX55232.1

5C-T142 Quitinasa, parcial [Allium sativum] 9.4 AAA32641.1

5C-T145 Histona H2B-1 [Lollium perenne] 1x101° AAK48889.1

5C-T160 Prediccién: proteina parecida a TAR-1 [Glycine max] 5x 101 XP_003541235.1

5C-T23, T106,

T111y 5CAt-T78

Sin homologia
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Cuadro 7.9 Homologia de EST’s expresados en la condicion de almacenamiento TA

Clonas Nombre Valor E No. de acceso
TA-T1,T2,T6, T9, T13, T29,
T33, T34, T36, T42, T44, T47,
T62, T63, T64, T48, T49, T52,
T53, T56, T57, T59, T60, T61, ] . 15
T65, T77, T82 T86, T87, T8Y, [Psfg:e'h“uamhg’igéelgrc]a SORBIDRAFT_00575002150 150_41"" XP_002489117.1
T90, T94, T96, T99, T102, g
T106, T107, T108, T109,
T112, T118 y 5CAt-T1, T5, T6,
T8, T9
TA-T38y T40 Proteina de choque térmico 90-1 [Cryptocoryne ciliata] 8 x 1032 ADC53692.1
TA-T55 Proteina hipotética VITISV 039385 [Vitis vinifera] 5x1023 CAN72686.1
TA-T88 Proteina TAR1 [Medicago truncatula] 8.1 XP_003614364.1
TA-TO5 Eircogleolrria hipotética SORBIDRAFT_039g026930 [Sorghum 7x10°  XP_002458100.1
p o 17
TA-T97 y T103 Eil;:ootleollqa hipotética SORBIDRAFT_019023641 [Sorghum 1?0-2361 XP_002464695.1
TA-T68 y T69 tF))iI;:OOtleollqa hipotética SORBIDRAFT_049g030880 [Sorghum 35 XP_002452699.1
TA-T37 Cisteina sintasa GCS3 [Allium sativum L.] 0.22 AAX07222.1
TA-T84 Transportador de azucar 2.0 AEX55225.1
TA-T91y T110 FRIGIDA l1a6 AAS68532.1
TA-T79 NADH deshidrogenasa subunidad 4 0.83 CAB96188.2
TA-T58 y T85 Sin homologia
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Zavala-Gutiérrez (2011) utilizando otra técnica diferente, obtuvo 85 clonas,
y el analisis bioinformatico arrojo homologia con genes que codifican para fenil alanin
amonio liasa (PAL), 4-coumarato:coenzima A ligasa (4CL), cinamato 4-hidroxilasa
(C4H) y la sacarosa:sacarosa fructosil transferasa (1-SST); las tres primeras
involucradas en el metabolismo de los fenilpropanoides (Tuan et al., 2010) y la Ultima
en la sintesis de fructanos (Heldt y Heldt, 2010). Con excepcién de la 1-SST, los
resultados de este estudio no coinciden con los resultados reportados por esta

autora. La diferente técnica utilizada pudiera ser una explicacion a estas diferencias.

Con el fin de analizar el perfil de expresion a través del tiempo de
almacenamiento de algunos genes encontrados, se escogieron 8 secuencias
(Cuadro 7.10) para el disefio y sintesis de oligonucleétidos (Cuadro 7.11) que

servirian para realizar las reacciones en cadena de la polimerasa correspondientes.
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Cuadro 7.10 Secuencias de clonas utilizadas para del disefio de oligonucleotidos

Clona

Proteina

Observaciones

5C-T56

5C-T27

5C-T113

TA-T110

TA-T37

Proteina hipotética
SORBIDRAFT_0057s002150
[Sorghum bicolor] (Paterson et al.,
2009)

1 Sacarosa:sacarosa
fructosiltransferasa (1-SST) [Allium
sativum] (Lue, 2002).

Proteina putativa regulada por el frio
[Allium sativum] (Son et al., 2012)

FRIGIDA, parcial [Allium sativum]
(Rotem et al., 2004)

Cisteina sintasa GCS3 [Allium
sativum]
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Proteina con una posible relacion a la respuesta
al estrés por frio (Gupta y Deswal, 2012).

Enzima que cataliza la primera reaccion en la
biosintesis de fructanos (Heldt y Heldt, 2010)

Proteina denominada por Son et al. (2012) como
regulada por giberelinas y Oono et al. (2006)
indica que este tipo de proteinas estan sobre-
expresadas en Arabidopsis thaliana como
respuesta al tratamiento con frio.

Johanson et al. (2000) reportaron que este gen
hace que los niveles de ARN de FLC (locus de
floracion C, por sus siglas en inglés) se eleven,
por lo que al expresarse FLC la floracion se
reprime. Cuando hay una exposicién al frio, FLC
disminuye vy la floracién se vuelve posible. Este
grupo de investigadores indicaron que el tiempo
de floracion (temprano o tardio) en A. thaliana
depende de la expresion de este gen.

Enzima implicada en la biosintesis de los
compuestos caracteristicos del aroma y sabor
del ajo (Jones et al., 2007).



Clona Proteina Observaciones
. : Posiblemente una proteina transmembranal
Transportador de azucar [Allium ., :
TA-T84 . cuyos azUcares que transporta mantienen la
sativum] (Son et al., 2012) N .
homeostasis y 6smosis celular (Son et al., 2012).
Lopez-Serrano et al. (2001) indicaron diferencias
en la secuencia de nucleotidos que codifican
NADH deshidrogenasa subunidad 4 para esta proteina en las lilihceas, y
TA-T79 [Allium sativum] (Lopez-Serrano et al., modificaciones que no se han reportado en otras
2001) plantas; lo cual sugiere que la sintesis de la
proteina esta controlada a nivel de la
transcripcion.
Enzima que participa en la biosintesis de los
fenilpropanoides (Tuan et al., 2010).
K33A Fenilalanil amonio liasa (PAL) [Allium  Zavala-Gutiérrez (2011) indicé que esta enzima

sativum] (Tuan et al., 2010)
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esta sobre-expresada al final del
almacenamiento a 5 °C en los brotes de semilla
de ajo.



Cuadro 7.11 Oligonucledtidos disefiados

Nombre Descripcion Oligo sentido Oligo antisentido
Allium sativum
As_SORBI SORBIDRAFT 0057500215 5-TCGCGGCCGAGGTACGTGTTAGCTA-3  5-TTAGTAACGGCGAGCGAATCGGGAA-3
0
Allium sativum
As_1-SST Sacarosa:sacarosa 5-TTTTTTTTTCCGACGGCTTC-3' 5-GGTACCAATGATCGGGAATA-3
fructosiltransferasa
As pcrp Allumsativum Proteina 5 » oG TGGTCGCGGCCGAGGTA-3! 5-CCGGGCAGGTACAGGCTTTT-3'
- putativa regulada por el frio
As_FRIGIDA  Allium sativum FRIGIDA  5-TGGTCGCGGCCGAGGTATTCTGAGA-3  5-CAAGTCCATAATTGCAGAGC-3'
As_CSGCS3 A"'“Z’i rft"’:é‘;“gcgzte'”a 5-TAAGGCAAGCGTGGGTTGAATTGGC-3' 5-CCAGCACCTCCTGTCCCCAAGAGAA-3'
As_ST Allium sativum 5-CTAGTCCTGCAGGTTTAAAC-3' 5-AGGACAAGATGGCTAAAACT-3'

Transportador de azlcar

As_NADHd4  Allium sativum NADH des 4

A. sativum fenilalanila

As_PAL L
- amonio liasa

5-TAGTTGCCTTGTAGGCAATAT-3'

5'-AAACCTCAAACACCAACAACTG-3'
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7.2.3 Analisis del nivel de expresion durante el almacenamiento
7.2.3.1 RT-PCR
7.2.3.1.1 Sintesis de ADNc

En la figura 7.18 se muestra el gel de agarosa desnaturalizante del RNA
de las muestras del periodo de almacenamiento pre-siembra (a 5C y TA) y la
figura 7.19, el RNA de las muestras de raiz, bulbo, pseudotallo y hojas obtenidos

durante el desarrollo del cultivo.

Carriles 1-5: Brote Almacenamiento 5C (i-v semana)
Carriles 6-10 Brote Almacenamiento TA (i-v semana)

Figura 7.18 Extraccion de ARN de brotes de ajo durante el almacenamiento
pre-siembra.

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

bl i

(2 ]

Carriles 1-8: 69 DDS Carriles 9-18: 155 DDS
Carriles 1-4: Plantas 5C (R, B, Pt, H respectivamente) Carriles 9-13: Plantas 5C (R, Db, B, Pt, H respectivamente)
Carriles 5-8: Plantas TA (R, B, Pt, H respectivamente) Carriles 14-18: Plantas TA (R, Db, B, Pt, H respectivamente)
Carriles 19-23:218 DDS. Plantas TA (R, Db, B, Pt, H respectivamente)

Figura 7.19 Extraccion de ARN de tejido vegetal durante el desarrollo del
cultivo

Para la sintesis de ADNc se partié de una cantidad homogénea de ARN

para todas las muestras (Cuadros 7.12y 7.13).
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Cuadro 7.12 Cuantificacién de ADNc para muestras de brotes durante el

almacenamiento

ADNC (pg/pL)

Semana 12 22 32 42 5a
TA 2.1721 2.7412 2.6245 2.7427 2.6641
5C 2.6468 2.4470 2.2147 2.757 2.3249

Cuadro 7.13 Cuantificacion de ADNc para diferentes érganos obtenidos durante

el desarrollo del cultivo

ADNCc (ug|/uL)
DDS* 69 155 218
Tejido R B Pt H R Db B Pt H R Db B Pt H
P.TA 205 211 214 210 208 212 204 184 206 214 208 214 214 210

P.5C 252 265 297 215 208 209 215 223 199 - - - - -

* DDS, dias después de la siembra; P., plantas; Br, brote; R, raiz; Db, disco basal; B, bulbo; Pt, pseudotallo;

H, hoja
Todas las muestras se llevaron a una misma concentracion de ADN (500

ng/uL) para realizar los RT-PCRs.
7.2.3.1.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa
7.2.3.1.2.1 Analisis de expresidn de genes durante el almacenamiento

En la Figura 7.20 se muestra el heatmap del nivel de expresién de los 8

genes escogidos.

ACTINA
SORBI
1-SST
PCRP
FRI
CSGCS3
ST
NADH
PAL

Gen

Figura 7.20 Heatmap del nivel del expresion durante el almacenamiento de
los dientes semillaa TAy 5 °C. En el eje de las abscisas se muestran las
semanas durante el almacenamiento y en el de las ordenadas los genes
analizados. A mayor expresion de un gen, mas cercano a rojo; y a menor

expresion, mas cercano a verde
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El gen SORBIDRAFT, se sobre expres6 en la condicion de
almacenamiento a 5 °C durante todas las semanas. Por los datos incluidos en el
NCBI, este EST parece estar involucrado en diferentes rutas metabdlicas como
en el metabolismo del glutation y también se le asocia una relacion con las

respuestas al estrés de frio (Gupta y Deswal, 2012).

Para la sacarosa:sacarosa fructosil transferasa (1-SST), se observo una
clara sobre expresion de 1-SST a las 5 semanas de almacenamiento en la
condicién 5C, lo que podria sugerir un inicio temprano/adelantado de la sintesis
de fructanos (Ver seccion 7.2.4). El que se observen expresion de genes desde
etapas muy tempranas como el almacenamiento de la semilla ha sido descrita por
otros autores en otras plantas; Lee y Amasino (1995) sugieren que los
tratamientos de frio en la vernalizacion no sélo actian sobre los genes que tienen
relacion con la floracion, y sefialan que la expresion genética durante el mismo
periodo puede ser mas importante que la expresién durante el desarrollo de la

planta.

La expresion de la proteina putativa regulada por el frio (PCRP)
practicamente no fue alterada durante el almacenamiento a 5 °C, mientras que
tuvo una mayor expresion en la condiciébn de almacenamiento a TA con una
tendencia a incrementarse conforme transcurrié el tiempo de almacenamiento.
Este hecho sugiere que las bajas temperaturas regulan de forma negativa la
expresion de este gen.

La funcién del gen FRIGIDA se describe como elemento que retrasa la
floracién activando la expresién del gen FLC el cual es un represor de la floracion
(Choi et al., 2011); De acuerdo con este concepto, las primeras tres semanas de
almacenamiento la baja expresion de FRIGIDA no activaria el gen FLC y por tanto
la floracion no estaria reprimida; no obstante en la cuarta y quinta semana a TA
hubo un incremento en la expresion de FRIGIDA y por ello una mayor activacion
de FLC y mayor represion de la floracion en este tratamiento. Para los dientes
almacenados a 5 °C, en la cuarta semana de almacenamiento también hubo un
incremento en la expresion pero fue menor que TA lo cual sugiere que las plantas
5C pudieron tener una menor activacion del gen FLC y por tanto una menor

represion de la floracion. Esto parece estar relacionado con los trabajos de Lee y
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Amasino (1995), en lineas de A. thaliana mutadas con el gen FRIGIDA, en las
cuales el efecto de la activacion de este gen se ve eliminado después de 30-40
dias de vernalizacion. También estos autores sefialaron que el proceso de
floracion se adelanta a medida que se incremento el tiempo de vernalizacion. Es
posible que la expresion diferenciada de este gen durante el almacenamiento de
los dientes semilla explique también la respuesta diferenciada en la aparicion del
escapo floral al final del ciclo de cultivo asi como el adelanto del ciclo de cultivo
de las plantas 5C. A este respecto, las plantas 5C adelantaron su ciclo y que el
70 % de estas plantas presentaron escapo floral. Mientras que en plantas TA el
escapo solo se presento en el 60 % de las plantas y mostraron un ciclo mas largo.
Este aspecto parece mostrar que las condiciones de almacenamiento de los
dientes semilla alteraron la expresion de este gen que tuvo un efecto importante

en el desarrollo de la planta asi como en la formacion del escapo floral.

El gen CSGCS3 (cistein sintasa GCS3) esta implicada en la biosintesis
de cistein sulféxidos los cuales son compuestos precursores del aroma y sabor
del ajo. El producto de este gen esta involucrado en la sintesis de aliina a través
de la ruta de la tio-alquilacion de la O-acetilserina o cisteina (Jones et al., 2007) y
de acuerdo a estos autores hay isoformas citosolicas, cloroplasticas y
mitocondriales asi como también puede haber expresién en hojas, bulbos y
pseudotallo y se han descrito hasta cuatro isoformas dentro de las que se
encuentra la GCS3. La expresion de este fragmento aumenté con el
almacenamiento en los brotes almacenados a 5 °C. Por otro lado, la expresion en
los brotes TA se mantuvo constante durante el almacenamiento. Esto pareciera
sugerir que el almacenamiento a 5 °C induce una mayor sintesis de cistein
sulféxidos o aliina. No obstante, no es seguro si esto tiene un efecto directo en el
aroma de las plantas 5C puesto que los dientes semilla solo proporcionan soporte

a la nueva planta durante su primera etapa de desarrollo.

Son et al., (2012), indicaron que la proteina que codifica el gen ST
(transportador de azucar) es transmembranal y cuyo transporte de azUcares
mantiene la homeostasis y 6smosis celular. Estos mismos autores sefialan que
este gen fue sobre expresado durante el almacenamiento a bajas temperaturas

seflalando que esta respuesta pudiera implicar un mayor transporte de azucares
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al interior de la célula en la condicion de baja temperatura. De forma similar a los
resultados indicados por esos autores, durante el almacenamiento a 5C
incremento la expresion conforme el periodo de este transcurrié, mientras que en
la condicién TA la expresion disminuy6 dentro de las primeras cuatro semanas y
aumento ligeramente (por debajo de 5C) la Ultima semana . Estos datos sugieren
gue el almacenamiento a 5 °C inducen una respuesta para facilitar el transporte
de azucares al interior de la célula lo cual podria generar una tolerancia a las bajas
temperaturas pero al mismo tiempo un incremento en el transporte de fructanos o

en su metabolismo.

La enzima que codifica NADH deshidrogenasa 4, participa en la
respiracion celular al ser parte del Complejo I, conjunto multienziméatico que
cataliza la transferencia de electrones del NADH a la coenzima Q (Protein Data
Base Europe, 2014). L6pez-Serrano et al., (2001) indicaron que para el género
Allium, hay diferencias en la secuencia de nucle6tidos en comparacion con la
secuencia en otros eucariontes, lo que sugiere una modificacién transcripcional
especifica de este género. La sobreexpresion de este EST durante el
almacenamiento a 5 °C en comparacién con TA, y la no expresion de este durante
el desarrollo del cultivo (Figura 7.21), indica una de las diferencias mas marcadas
entre las plantas derivadas del almacenamiento de la semilla a las dos

condiciones de temperatura.

PAL (fenilalanil amonio liasa) codifica para la primera enzima que
participa en la ruta de los fenilpropanoides; este gen esta mas expresado en los
brotes almacenados a 5 °C que en los TA. Esto concuerda con lo observado por
Zavala-Gutiérrez (2011), y sugiere una mayor produccion de compuestos
fendlicos como las antocianinas en las plantas derivadas de ‘semilla’ almacenada

a 5 °C, lo que fue observado por Dufoo-Hurtado et al., 2013.
7.2.3.1.2.2 Andlisis de expresion de genes durante el desarrollo del cultivo.

En la Figura 7.21 se muestra la dinamica de expresion de cada gen
considerado en la seccién anterior, pero analizados durante el desarrollo del
cultivo (69, 155y 218 DDS) para los siguientes 6rganos: raiz (R), disco basal (Db),
bulbo (B), pseudotallo (Pt) y hojas (H).
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Figura 7.21 Heatmap del nivel de expresién durante el desarrollo del cultivo
para los diferentes érganos: R, raiz; Db, disco basal; B, bulbo; Pt, pseudotallo;
H, hojas. En el eje de las ordenadas se presentan los genes analizados. A
mayor expresion de un gen, mas cercano a rojo; y a menor expresion, mas
cercano a verde

En los tres tejidos (raiz, bulbo y hoja), SORBIDRAFT esta mas expresado
en las plantas provenientes de ‘semilla’ almacenada a 5 °C en comparacién con
las de TA (Figura 7.21: carriles 1y 2, raiz; 3y 4, bulbo; 7 y 8, hojas). Sin embargo,
es interesante que en el pseudotallo, la expresion disminuya en general, aunque
estd mas expresado en las plantas de TA que las de 5C (Figura 7.21, carriles 5y
6). Posiblemente (sin poder asegurarlo antes de realizar mas estudios), este EST

no es de importancia para esta parte de la planta a 69 DDS.

Hay una mayor expresion de 1-SST en las hojas y raices a 69 DDS
(Figura 7.21: carriles 1 y 2, raiz; 7 y 8, hojas), lo cual sugiere que en esta etapa
del desarrollo, hay mas sintesis de fructanos (Seccién 7.2.4), como mencionan
Bowsher et al., (2008), ademas la cantidad de sacarosa disminuye y se promueve
la fotosintesis; y al aumentar la fotosintesis, hay mas fotosintatos los cuales son

utilizados como sustratos para sintetizar mas fructanos.

Durante el primer muestreo (69 DDS, Figura 7.21: carriles 1-8), CSGCS3

Se expresa muy poco, por lo que probablemente (a reservas de futuros estudios),
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en este periodo del desarrollo de la planta, ya no es necesaria su expresion. Esta
tendencia también se puede observar durante los siguientes muestreos (155 y
218 DDS, Figura 7.21: carriles 9-23).

A 69 DDS la expresion de ST es mayor en el pseudotallo de las plantas
provenientes de ‘semilla’ almacenada a 5 °C (Figura 7.21: carril 6) en comparacion
con los otros tejidos (Figura 7.21: carriles 1-8); esto sugiere que el transporte de
azucares, posiblemente fructanos esté de forma adelantada. Sin embargo, no
hubo expresion de este EST a 155y 218 DDS (Figura 7.21: carriles 8-23).

Para PAL, no obstante que durante el almacenamiento de la semilla, este
EST estuvo mayormente expresado en los brotes almacenados a 5 °C (Figura
7.20); en todos los muestreos (69, 155 y 218 DDS), las plantas provenientes de
los brotes almacenados a ambas condiciones de temperatura, muestran una
expresion semejante (Figura 7.21), a excepcion del pseudotallo a 69 DDS (Figura
7.21: carriles 5y 6), tejido en el que la expresion de PAL es mayor en las plantas
TA que las 5C.

7.2.3.2 Andlisis del nivel de expresion por RT-qPCR
7.2.3.2.1 Extraccion de ARN

En la figura 7.22 se muestra la fotografia del gel de electroforesis de
agarosa al 1.2 % de la extraccion de ARN para todas las muestras utilizadas para

este andlisis (ver Cuadro 6.5).
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Carriles 1-5 Brote almacenamiento TA muestra #1 (i — v semana)
Carriles 6-10 Brote almacenamiento 5C muestra #1 (i — v semana)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

HHHHH:HHHE

Carriles 1-5 Brote almacenamiento TA muestra #2 (i — v semana)
Carriles 6-10 Brote almacenamiento 5C muestra #2 (i — v semana)

9 10 11 12

PUPY 1 o e

D e 57 i Pt o 4t

Carril 1: M3 TA Hoja m#1 Carril 5: M3 TA Tallo m#1 Carril 9: M3 TA Bulbo m#1

Carril 2: M3 TA Hoja m#2 Carril 6: M3 TA Tallo m#2 Carril 10: M3 TA Bulbo m#2
Carril 3: M3 5C Hoja m#1 Carril 7: M3 5C Tallo m#1 Carril 11: M3 5C Bulbo m#1
Carril 4: M3 5C Hoja m#2 Carril 8: M3 5C Tallo m#2 Carril 12: M3 5C Bulbo m#2

Figura 7.22 Extraccion de ARN para RT-gPCR.
A. Almacenamiento muestra #1.
B. Almacenamiento muestra #2.
C. Desarrollo de la planta - 132 DDS

7.2.3.2.2 Sintesis de ADNc

En el cuadro 7.14 se indica la cuantificacion del ADNc sintetizado a partir
de una misma cantidad de ARN de las muestras.
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Cuadro 7.14 Cuantificacion de ADNc para RT-qPCR

MUESTRA ADNC (ug/pL)  Az6onm/A280nm
muestra 1 1.172 1.863
Semana 1 muestra2  1.108 1.85
muestra 1 0.635 1.979
Semana 2 muestra 2 1.034 1.85
muestra 1 0.952 1.83
TA ~ Semanas3 muestra 2 1.03 1.84
o muestra 1 1.16 1.807
g Semana 4 muestra 2 1.063 1.87
CI) Semana 5 muestra 1 1.034 1.83
< muestra 2 0.973 1.86
'qé muestra 1 0.887 1.812
g Semana 1 muestra 2 1.008 1.84
& muestra 1 0.866 1.771
= Semana 2 muestra2  0.978 1.82
muestra 1 0.846 1.769
5C  Semana3 muestra2  0.810 1.86
muestra 1 0.924 1.773
Semana 4 muestra 2 0.821 1.82
muestra 1 1.224 1.773
Semana 5 muestra 2 0.929 1.83
muestra 1 1.186 1.812
TA muestra2  0.920 1.86
A Bulbo muestra 1 1.297 1.791
a =€ muestta2  0.945 1.84
q muestra 1 1.108 1.838
Lo TA muestra2  0.689 1.83
g - Pseudotallo muestra 1 0.911 1.816
9 muestra 2 0.839 1.85
2 muestra 1 0.942 1.818
S TA _ muestra 2 0.938 1.86
= Hoja muesttal  0.830 1.808
SC muestra 2 0.869 1.85

DDS: dias después de la siembra. La relacion A260nm/A280nm debe ser cercano a 1.8
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7.2.3.2.3 Andlisis de PCR en tiempo real

Los valores obtenidos de la amplificacion cuantitativa mediante la
reaccion de la cadena de la polimerasa se ilustran en las figuras siguientes, en
las figuras 7.23 y 7.24 se muestran los resultados para la expresion del gen
SORBIDRAFT, durante el almacenamiento y a los 132 dias después de la
siembra, respectivamente. Los resultados se muestran como expresion relativa

en funcion al gen de referencia 18S.

Almacenamiento - SORBIDRAFT

0 III'IIIIII

mTA-Sem #1 m5C-Sem #1 mTA-Sem #2 m5C-Sem #2 ETA-Sem #3
m5C-Sem #3 B TA-Sem #4 m5C-Sem #4 B TA-Sem #5 m5C-Sem #5

Expresion relativa
o o o = = = =
S [e>] 00 - ] E = [s2] [s.]

o
[N]

Figura 7.23 RT-gPCR del gen SORBIDRAFT durante el almacenamiento del
“diente” semilla

Durante el almacenamiento de los dientes “semilla”, se observa que con
excepcion de la semana 1, la expresion de este gen fue mayor en la condicion 5C

que a TA.
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132 DDS - SORBIDRAFT

3.5

25

1.5
1 I

OI . .
0

TA Bulbo m5C Bulbo mTA Ptallo m5C Ptallo mTA Hoja m5C Hoja

Expresion relativa
(38

[4)]

Figura 7.24 RT-qPCR para el gen SORBIDRAFT en diferentes 6rganos de la
planta de ajo a los 132 DDS

También a los 132 dias después de la siembra, este gen se encontré
sobreexpresado en los diferentes 6rganos de las plantas 5C (Figura 7.24). Si bien
los datos no son totalmente iguales a los obtenidos mediante la RT-PCR, la
tendencia es la misma; y aunque aun no se conoce totalmente el papel de la
proteina que codifica este gen, el nUmero de copias observado en el resultado de
la SSH sugiere que es importante para la planta sometida a la condicion de 5C.
Gupta y Deswall (2012) observan una sobreexpresion de esta proteina en ramas
de plantas Hippophae rhamnoides sometidas a 4 °C por 1 — 5 dias, transferidas a
-5 °C y finalmente mantenidas a 24 °C; aunque estos autores tampoco le asocian
una funcion especifica la ubican como un posible regulador de rutas metabdlicas.
Mientras que Ngara et al., (2012) reporta la sobre expresion de esta proteina en
plantulas de Sorghum bicolor sometidas a estrés salino y la ubican con posibles
funciones en el metabolismo primario. Por su parte Castillejo et al., (2015),
también detectan esta proteina en plantas de chicharo sometidas al ataque de
Fusarium oxysporum ubicandola con una funcion en el plegamiento, seleccion y
degradacion de proteinas. Estos trabajos sugieren que este gen esta involucrado

en respuestas al estrés.
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Para la expresion del gen 1-SST, las figuras 7.25 y 7.26 muestran dicha
expresion en los brotes de los dientes semilla durante el almacenamiento a 5 °C
y a los 132 DDS respectivamente. Se puede observar la expresion temprana de
este gen en los brotes desde el inicio del almacenamiento y su nivel de expresion
fue aumentando a medida que transcurrié el tiempo de acondicionamiento. Esto
sugiere que el metabolismo de fructanos podria verse modificado desde el

acondicionamiento de los dientes “semilla”.

Almacenamiento - 7-SST
12

10

il

ETA-Sem #1 B 5C-Sem #1 ETA-Sem #2 E5C-Sem #2 BTA-Sem #3
B 5C-Sem #3 B TA-Sem #4 B5C-Sem #4 BTA-Sem #5 B5C-Sem #5

Expresion relativa
[s2]

B

[\¢]

Figura 7.25 RT-gPCR para el gen 1-SST durante el almacenamiento del
“diente” semilla

A los 132 DDS (figura 7.26), este gen se encontro sobreexpresado tanto
en los bulbos como en los pseudotallos de las plantas 5C; mientras que en las
hojas, la expresion fue similar en las plantas 5C como TA. Lopez—Hernandez
(2010) describié un proceso adelantado de transporte de fructanos desde las
hojas y pseudotallos hasta los bulbos en plantas 5C; mientras que Vazquez-
Mandujano (2009) describié que el transporte de fructanos a los bulbos estaba
ligado al proceso de crecimiento rapido del bulbo y que en ese punto la actividad
de la 1-SST se incrementaba. La expresién del gen de esta enzima parece

confirmar esos hallazgos.
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132 DDS - 1-SST

Expresion relativa

—
—

TA Bulbo m5C Bulbo mTA Ptallo m5C Ptallo mTA Hoja m5C Hoja

Figura 7.26 RT-gPCR para el gen 1-SST a 132 DDS

Las Figuras 7.27 y 7.28 muestran la expresion del gen de la enzima PAL
durante el almacenamiento de los dientes semilla a 5 °C y TA respectivamente.
Se puede observar una sobre expresion de este gen desde la segunda semana
de almacenamiento a 5 °C, donde alcanz6 su mayor expresion. Zavala-Gutiérrez
(2011) también sefialé una sobreexpresion de este gen en la quinta semana de
almacenamiento, los resultados aqui presentados confirman los resultados de esa
autora y afladen que esta sobre expresién es maxima en la segunda semana de

almacenamiento.

A los 132 DDS, se observé que la expresion de PAL en los diversos
tejidos analizados fue mayor en plantas 5C respecto de las plantas TA (Figura
7.28). Observandose una diferencia mas marcada en las hojas (5 veces mas
expresion), y en los bulbos (3 veces mayor expresiéon). Estos datos soportan las
observaciones indicadas por nuestro grupo de trabajo (Dufoo-Hurtado et al. 2013)
en que hemos informado un mayor contenido de fenoles y antocianinas en bulbos
de la misma variedad sometida a los mismos tratamientos de acondicionamiento

sefialados en este estudio.
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Figura 7.27 RT-qPCR para expresion del gen PAL en brotes de dientes
“semilla” durante el almacenamiento a dos condiciones de temperatura
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Figura 7.28 RT-qPCR para expresion del gen PAL a 132 DDS

No obstante, este tipo de andlisis en ajo ya se ha reportado para genes
relacionados a la floracion (Kamenetsky et al., 2015; Neta et al., 2011), este
trabajo es el primero que analiza genes relacionados a la sintesis de fructanos y

fenil propanoides.

7.2.4 Comparacion y correlacion de los datos de expresion genética con el

contenido de carbohidratos

Dado que los analisis de expresion mostraron diferencias importantes en
la expresion del gen 1 SST en los dos tipos de condiciones de acondicionamiento,
se recuperaron los analisis de fructanos obtenidos por Lopez-Hernandez (2010)
en la temporada 2009-2010. Este analisis es valido ya que esta autora trabajo la
misma variedad utilizada en el presente estudio y también fue sometida a los
mismos tratamientos de acondicionamiento aqui sefialados y el material fue
sembrado en la misma zona de cultivo. A los datos de esta autora se les hizo un
analisis mas detallado que incluyd la separacién de los carbohidratos simples, el
contenido de fructanos totales, el contenido de fructooligosacaridos y el contenido
de fructanos de peso molecular mayor que DP 5. Este analisis permitié reunir los

siguientes resultados:
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Los cambios en el contenido de fructanos en los bulbos y en los
pseudotallos durante todo el ciclo de cultivo fueron estudiados para observar el
efecto del almacenamiento a 5 °C de los dientes “semilla” en comparacion con los
mismos organos de las plantas TA. El analisis estadistico entre ambos
tratamientos mostrd que el factor temperatura no tuvo un efecto significativo en el
contenido de fructanos (32.4 y 28.8 % para plantas 5C y TA, respectivamente).
Sin embargo, como era de esperarse, el contenido de fructanos en los bulbos fue
significativamente mas alto (41.5 %) en este tipo de tejido que en los pseudotallos
(18.7%). Las interacciones de estos dos factores confirman los mismos
resultados, mostrando que los bulbos de ambas condiciones de almacenamiento
del diente “semilla” presentan valores mas altos (36.4 y 46.6 %, TA y 5C
respectivamente) que aquellos de los pseudotallos (18.8 %, TAy 17.6 % para 5C)
sin observar diferencias entre ambos tratamientos. Estos resultados prueban que
los bulbos presentan una mayor capacidad para almacenar carbohidratos que los

pseudotallos.

Con el fin de observar lo que sucede en la planta durante el desarrollo y
si el tratamiento de almacenamiento presenta un efecto general a nivel de
organos, se realiz6 una ANOVA bloqueando la variable del tiempo (Cuadro 7.15);
s6lo a 52 DDS el contenido de fructanos fue mayor en las plantas cuyas ‘semillas’
habian sido almacenadas a 5 °C (36.4 %) que las plantas provenientes de ‘semilla’
almacenada a TA (28.9 %). Esto muestra que efectivamente la actividad de
acumulacion de fructanos se encuentra mas activa en las primeras etapas de
desarrollo de las plantas 5C. En los siguientes periodos de muestreo no se
observo ningun efecto del tratamiento. Por otro lado, a través del desarrollo del
cultivo se observdé un aumento del contenido de fructanos en los bulbos y una
disminucién en los pseudotallos; lo que indica que un proceso de transporte de
estos carbohidratos desde los pseudotallos a los bulbos se lleva a cabo durante

este periodo.
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Cuadro 7.15 Contenido de fructanos en diferentes periodos y tejido de plantas

de ajo generadas de dientes ‘semilla’ almacenadas a TA 0 5 °C durante 5

semanas
Factor/DDS 53 102 137 157 194
Tratamiento
5°C 36.42 3192 2822 30.52
TA 28.9b 18.12  26.32  25.0°@ 27.9
Tejido vegetal
Bulbo 37.92  35.02 40.92 4522 484
Pseudotallo 27.4>  249b  136P  10.4b
Tratamiento*tejido
vegetal
5 °C*Bulbo 39.02 3542 46.12 56.02 5422
TA*Bulbo 36.82 34.72 35.63 344" 36.6%

5 °C*Pseudotallo 33.82 20.72 6.4 5.03¢
TA*Pseudotallo 20.9P 29.22 20.88b 15 7bc 19.2P

Letras diferentes entre la misma columna y factor, indican diferencias significativas (Tuckey P<0.05).
Temperatura ambiente (TA), Dias después de la siembra (DDS).

El andlisis estadistico de las interacciones tratamiento*tejido vegetal
dentro de periodo de 157 DDS, mostrd que en los bulbos de plantas 5C contenian
mas fructanos que los bulbos de plantas TA (Cuadro 7.15); no obstante, también
se observa una tendencia de acumulacion de estos carbohidratos en las plantas
5C (39 — 54%) mientras que en las plantas TA este contenido cambio muy poco
(34 a 36%). Por otro lado, el contenido de estos carbohidratos en los pseudotallos
de las plantas 5C disminuy6 drasticamente dentro del mismo periodo (33.8 a
5.03%) en comparacion con los pseudotallos de las plantas TA (20.9 a 15.7%).
Esto parece indicar que los procesos de transporte de fructanos desde los
pseudotallos a los bulbos en las plantas 5C es mas intenso respecto del mostrado
por las plantas TA. Es posible también sefalar que al momento de la cosecha de
las plantas 5C el contenido de fructanos en los pseudotallos era casi 4 veces mas
bajo (5.03%) que el contenido de estos carbohidratos en los pseudotallos de las
plantas TA al momento de su cosecha (19.2%). Estos datos nuevamente se
correlacionan con los analisis de expresion de 1 SST. También puede mostrar
gue en las plantas 5C, al haber un mayor transporte de fructanos desde los
pseudotallos a los bulbos, aquellos agotan sus reservas desde los 137 DDS
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mientras que en las plantas TA las reservas de los pseudotallos se agotan a una
menor velocidad lo cual permite el mayor crecimiento mostrado por estas plantas
al final de su ciclo de cultivo lo cual parece explicar el menor crecimiento de las

plantas 5C y bulbos alcanzado al final del ciclo de cultivo.

7.2.4.1 Cambios en el contenido de carbohidratos simples vy

fructooligosacéridos (FOS)

El anadlisis de carbohidratos simples y fructooligosacéaridos de hasta un
grado de polimerizacién (DP) 5 por HPAEC-PAD mostré cambios asociados a los
tratamientos de aclimatacion de los dientes “semilla” (Figura 7.29). Las hojas de
plantas TA; mostraron un contenido importante de sacarosa a lo largo del ciclo,
gue disminuydé durante el desarrollo (desde 48 hasta 28 mg 100 g1) mientras que
la fructosa se incrementé desde los 53 DDS hasta la cosecha (2.4 a 36 mg 1009
1Y; las hojas de las plantas 5C, también mostraron un alto contenido de sacarosa
con una tendencia a incrementarse hasta alcanzar los valores mas altos a los 137
DDS (62.7 mg 100 g* ) que disminuyeron drasticamente en la cosecha de las
plantas (5.8 mg 100 g); la fructosa mostré un incremento mas moderado (desde
2 hasta 12 mg 100 g) que el mostrado por las plantas TA. Estos datos muestran
una mayor capacidad de sintesis 0 acumulacién de sacarosa en las hojas de las
plantas 5C hasta los 137 DDS pero esta capacidad disminuyd drasticamente
cuando se inici6 el crecimiento rapido de los bulbos y se present6 la diferenciacion

de los dientes.
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Figura 7.29 Contenido de carbohidratos simples y fructooligosacaridos de bajo
peso molecular durante el desarrollo del cultivo

Los contenidos de glucosa fueron notablemente menores en hojas de

plantas TA oscilando entre 0.2 a 3.7 mg 100 g para el periodo de 53 a 194 DDS;
observandose el mayor contenido a los 102 DDS; las hojas de las plantas 5C
mostraron oscilaciones mas amplias (0.3 a 7.7 mg 100 g-1) y en un periodo mas
corto de crecimiento (53 a 137 DDS) registrandose el mayor contenido a los 137
DDS. Es posible que los mayores contenidos de glucosa en las hojas observados
a los 137 DDS, en plantas 5C, indiquen una menor capacidad de uso de glucosa

generada en fotosintesis para transformarla a sacarosa o fructosa.

Asociado con este comportamiento el contenido de fructooligosacaridos
también mostré diferencias importantes; las hojas de plantas TA mostraron bajos
contenidos de 1-kestosa (1.8 a 2.6 mg 100 g-1), neokestosa (2 a 6 mg 100 g1) y

nistosa (0 a 2 mg 100 g*) mientras que las hojas de plantas 5C mostraron
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contenidos mas altos de 1-kestosa (de 6 a 11.4 mg 100 g?) y de neokestosa (5.7
a 8.9 mg 100 g). Estos datos muestran que el acondicionado a 5°C induce una
mayor acumulacion temporal de estos fructooligosacaridos en las hojas en
comparacion con las hojas de las plantas TA probablemente este efecto sea
debido a una mayor induccion de las enzimas 1 SST (Figura 7.21) y 6G FFT
responsables de la formacion de 1-kestosa y de neo kestosa respectivamente.

También los pseudotallos mostraron diferencias importantes en los
contenidos de estos carbohidratos simples y FOS; los pseudotallos de plantas RT
mostraron contenidos importantes de sacarosa a los 53 y 102 DDS (24.6 a 44.6
mg 100 g*) que después disminuyeron drasticamente a los 137 y 157 DDS para
nuevamente incrementarse a los 194 DDS (41.9 mg 100 g1). Por su parte los
pseudotallos de las plantas 5C presentaron contenidos mas bajos de sacarosa
dentro de los 53 hasta 137 DDS (4.5 a 5.7 mg 100 g?) los cuales se incrementaron
notablemente a los 157 DDS (28.8 mg 100 g). El contenido de fructosa en los
pseudotallos de plantas TA oscilaron entre 11 mg 100g? a los 53 DDS y
disminuyeron hasta los 157 DDS (0.6 mg 100g!) para nuevamente incrementarse
significativamente a los 194 DDS (37.8 mg 100g?); mientras que en los
pseudotallos de plantas 5C, la fructosa no se detect6 dentro del periodo de 53 a
137 DDS y se registr6 un contenido alto a los 157 DDS (49.5 mg 100 g-1).

Por otro lado, el contenido de 1-kestosa en los pseudotallos de plantas
TA fue disminuyendo a medida que transcurrio el ciclo de cultivo (6.7 hasta 3.4
mg 100g7), la neokestosa mostré fluctuaciones de 7 a 8 mg 100g* a los 53 y 102
DDS, disminuy6 a los 137 DDS y nuevamente se incrementé desde 6 hasta
11 mg 1009 los dias 157 y 194 DDS y la nistosa se mantuvo aproximadamente
constante mientras que el FOS DP5 se increment6 de 0.1 hasta 3.2 mg 100 gt.
Para los pseudotallos de las plantas 5C, los valores de 1-kestosa se mantuvieron
altos (7.2 a 8.8 mg 100g™) y después disminuyeron a 3.0 y 2.9 mg 100g™ a los 53
y 102 DDS; mientras que la neo kestosa se incrementé de 3.1 a 9.9 mg 100g* de
los 53 a 137 DDS y volvié a disminuir a los 157 DDS (0.2 mg 100g); la nistosa
se incremento a los 102 DDS y disminuy0 posteriormente, en tanto que el FOS
DP5 disminuyé ligeramente desde 1.84 a 0.88 mg 100g. Estos datos muestran
gue este 6rgano presenta procesos de sintesis y transformacion de los FOS en
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los que aparentemente se sintetizan FOS mas complejos a partir de compuestos
més simples como la 1-kestosa y neo kestosa; no obstante, también es posible
observar que este proceso se ve acelerado en las muestras procedentes de

plantas 5C.

Al igual que las hojas y los pseudotallos, los bulbos también mostraron
diferencias importantes en sus contenidos de azucares simples y FOS; los bulbos
de plantas TA mostraron incrementos de sacarosa durante el periodo de 52 hasta
137 dias (7.4 hasta 43.7 mg 100 g!) que después disminuyeron drasticamente
hasta los 194 DDS en que nuevamente se incrementd hasta 18.2 mg 100g. Por
su parte los bulbos de las plantas 5C presentaron valores de 11. 1y 19.8 mg 100g-
l'alos 53 y 157 DDS y no se registraron contenidos a los 102 y 137 DDS. La
presencia de este azucar en el bulbo seguramente esta relacionado al proceso de
sintesis de fructanos en esos oOrganos la cual parece estar modulado por la
longitud del ciclo de cultivo; es decir en las plantas TA con un ciclo mas amplio
las fluctuaciones de sacarosa se dieron en tiempos mas largos mientras que en

las plantas 5C estas fluctuaciones ocurrieron en un tiempo mas corto.

No se detectaron contenidos de fructosa y glucosa en bulbos de plantas
TA mientras que en los bulbos de plantas 5C no mostraron contenidos de glucosa
y si mostraron contenidos de fructosa a los 53 DDS (12.1 mg 100g?) y 0.6 mg
100g* a los 157 DDS lo cual puede estar relacionado a procesos de sintesis o
reestructuracion de fructanos. Los contenidos de FOS en las plantas TA
aumentaron a lo largo del ciclo de cultivo observandose los mayores contenidos
a los 194 DDS; mientras que en los bulbos de plantas 5C también mostraron esta

misma tendencia pero con menores contenidos respecto de las plantas TA.
7.2.4.2 Cambio en el perfil de fructanos durante el desarrollo del cultivo

De forma simultanea al analisis de carbohidratos simples y FOS; las
muestras se dejaron correr hasta 48.1 minutos en el equipo HPAEC-PAD
registrandose las areas bajo la curva de los picos detectados en el intervalo de
tiempo de retencién > 21.5 min (pico del DP5) hasta 48.1 min; después se calculd
la sumatoria de todas las areas detectadas en cada 6rgano analizado, condicion

de acondicionamiento de los dientes semilla y fecha de muestreo. Aunque los
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datos registrados son unidades de area bajo las curvas, estos datos sefalan de
forma directa los cambios del conjunto de fructanos con peso molecular mayor al
DP5 durante el desarrollo de la planta (Figura 7.30). Las hojas de plantas de
ambas condiciones de acondicionamiento mostraron capacidad para almacenar
fructanos de peso molecular mayor que el DP5 en las primeras etapas de
desarrollo de la planta alcanzando un maximo a los 102 DDS aunque alcanzo
diferentes niveles en ambos tipos de planta (27 U min-t y 9.6 U min! para plantas
5C y TA respectivamente), y disminuyo en las subsecuentes fechas de muestreo
indicando posibles cambios del metabolismo y transporte de estos carbohidratos
a los pseudotallos y bulbos. Las hojas de plantas 5C mostraron una mayor
capacidad de acumulacién de estos carbohidratos respecto de las hojas de

plantas TA.
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Figura 7.30 Contenido de fructanos de alto peso molecular durante el
desarrollo del cultivo

Los pseudotallos también mostraron un aumento en la acumulacion de
estos carbohidratos en las primeras etapas de desarrollo de la planta y fue
maxima a los 102 DDS desde donde disminuy6 hasta la fecha de cosecha de los
bulbos. No obstante, se observaron diferencias entre las diferentes condiciones
de acondicionamiento de la “semilla, los pseudotallos 5C mostraron sus valores
mas bajos en el momento de la cosecha (4.3 U min't) en comparaciéon a esos
organos de las plantas TA que mostraron valores seis veces mas altos (24.6 U
min-t). Estos datos parecen indicar que la capacidad de almacenamiento de estos
carbohidratos se mantiene mas tiempo en los plantas TA y que en las plantas 5C
esta capacidad se agota en el las ultimas etapas de desarrollo y diferenciacién de

los bulbos.
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Las bulbos de las plantas TA mostraron un incremento constante en la
acumulacion de estos carbohidratos desde los 53 DDS hasta el término del ciclo
de cultivo (194 DDS) donde se registraron los valores maximos (62.6 U min-t). De
manera interesante, el contenido de estos carbohidratos disminuye después de la
cosecha hasta alcanzar valores de 34 U min! planteando la duda de que ocurre
con estos carbohidratos; en dos muestras de extractos de fructanos de bulbos
gue se dejaron correr hasta por 66 min se observo la presencia de un pico con un
area muy importante (datos no mostrados) que sefalaba la presencia de fructanos
de mayor peso molecular, nosotros hipotetizamos que los fructanos acumulados
hasta el momento de la cosecha son re metabolizados y convertidos a fructanos

de mayor peso molecular durante el procesos de curado de los bulbos.

Por otro lado, los bulbos de las plantas 5C, también mostraron un
incremento en la acumulacion de fructanos desde los 53 DDS hasta los 137 DDS
donde registraron su valor maximo (42.5 U min't), y se redujeron en el momento
de la cosecha (26.2 U min-1). Esta reduccién parece similar a la observada en los
bulbos de plantas TA en el proceso de curado; no obstante, este proceso se
present6 durante la etapa de diferenciacién de los bulbos 5C. Es posible que las
causas de esta reduccion se deba a diferentes factores como el mismo proceso
de diferenciacion de los bulbos, asi como el menor nimero y ancho de hojas y
menor diametro de los pseudotallos en este tipo de plantas (y por ello menor
capacidad fotosintética y menor capacidad para acumular fructanos) y por ello
también una menor disponibilidad de transporte de fructanos desde los
pseudotallos a los bulbos. Los anteriores datos también sefialan que la
acumulacion de fructanos en los bulbos de plantas 5C se acelera durante los
primeros 137 DDS pero se interrumpe debido a la participacion de los factores

sefialados.

A efecto de correlacionar estos resultados con los estudios de expresion
delgende lal SST; se puede volver a recordar que hubo diferencias de expresion
del gen de la 1 SST entre los brotes de dientes semilla acondicionadas a 5 °C y
TA; observandose sobre expresion de este gen en los brotes de dientes
acondicionados a 5C respecto de los observados en los dientes “semilla”
mantenidos a TA (Figuras 7.20 y 7.25); esta sobreexpresion fue méxima en las
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dos ultimas semanas de acondicionamiento a 5 °C. Posteriormente y durante el
desarrollo, a los 155 DAS, los bulbos y hojas de las plantas TA mostraron mayores
niveles de expresion de este gen en comparacion a los niveles observados en los
tres 6rganos de las plantas 5C. De igual forma, al momento de la cosecha de las
plantas TA (194 DAS) el nivel de expresion de este gen fue mayor al mostrado
por los 6rganos de las plantas 5C (155 DAS). Estos datos parecen mostrar, que
la capacidad de las plantas 5C para sintetizar fructanos se induce desde la
primera semana de acondicionamiento a 5C siendo mas alta en las dos ultimas
semanas pero esta capacidad fue notablemente disminuida al momento de la
cosecha; de forma contrastante los 6rganos de las plantas TA mantuvieron alta la
expresion de esta enzima lo cual puede indicar que la actividad de sintesis de
fructanos en estas plantas se mantuvo hasta el momento de la cosecha. Estos
datos se correlacionan con los procesos de acumulacién de fructanos sefialados
anteriormente explicandose porque en las pantas 5C se interrumpe la
acumulacion de fructanos en los bulbos mientras que en las plantas TA esta
capacidad esta activa y explica porque los bulbos de estas plantas muestran

mayor peso y tamaio de los bulbos.

Los datos indicados en esta seccion confirman las observaciones
sefialadas en la expresion de la enzima 1 SST y también que el metabolismo de
fructanos se ve modificado por el acondicionamiento a 5 °C

7.2.5 Andlisis del transcriptoma mediante secuenciacion masiva (RNA-

seq)

Este tipo de analisis secuencial de Ultima generacion nos permite conocer
todos los genes que se estan expresando dada una condicién determinada, y por

lo tanto, tener una idea de lo que esta pasando molecularmente en ese momento.

El andlisis bioinforméatico realizado a través de los programas Fast QC
Report, Trinity, edge R y Blast2go determiné un total de 483 128 transcritos con
un tamafo > 200 pb para ambas condiciones de almacenamiento; de los cuales,
7 033 se expresaron diferencialmente, siendo el 49.14 % sobreexpresados (UP)

y el 50.86 % reprimidos (DOWN) para la condicién de almacenamiento a 5 °C.
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Sun et al. (2012) reportaron un analisis de transcriptoma profundo para
brotes almacenados a temperatura ambiente durante 2 y 16 semanas del cultivar
Cangshan 15, un total de 127 933 transcritos. Mientras que Kamenetsky et al.
(2015) realizaron un analisis de RNA-seq para ajo fértil (clon #87), comparando
varios tejidos de la planta, estos autores indicaron que el total del transcriptoma
obtenido fue de 240 000 contigs (segmentos de ADN superpuestos que
representan un gen ensamblado). No obstante de la existencia de 2 bases de
datos de secuenciacion del transcriptoma de ajo, mas la reportada en este
proyecto, este es el primer trabajo en el que se presenta la comparacion entre
genes expresados diferencialmente en dos condiciones de temperatura de

almacenamiento.

Respecto de la expresion de transcritos asociados a diferentes
componentes celulares (figura 7.31), el nimero de transcritos sobre expresados
(33 %) fue menor que el nimero de transcritos sub expresados (67 % de 2042
transcritos). Los componentes celulares mas afectados o con mayor numero de
transcritos sub expresados fueron los asociados a los componentes integrales de
la membrana, a la membrana vacuolar, al plasmodesmo y a las vesiculas ligadas
a la membrana citoplasmica. Estos datos sugieren que las membranas son las

mas afectadas por el acondicionamiento a 5 °C
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Figura 7.31 Clasificacion transcritos expresados diferencialmente —
Componente celular. A. Transcritos up. B. Transcritos down

La figura 7.33 muestra los niveles de los transcritos sobre y sub

expresados de acuerdo a la funcién bioldgica; el nimero de transcritos sobre

expresados fue menor que los transcritos sub expresados. La funcién bioldgica

mas afectada por el acondicionamiento a 5 °C (mayor numero de transcritos sub

expresados) es la actividad metabdlica seguida por la actividad de ligado y la

actividad de transporte. Como respuesta a estos efectos se observd una sobre

expresion de transcritos asociados a los procesos de ligado y actividad

metabdlica.
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Tomando en conjunto estas clasificaciones de este estudio, se puede
indicar que los efectos principales que tiene el acondicionamiento a 5 °C se
encuentra a nivel de membranas y sus proteinas asociadas a las rutas

metabdlicas.

Hasta este momento, se tiene la homologia de los transcritos expresados
diferencialmente mediante la anotacion y comparacion con genes ortogonales
utilizando el programa blast2go. En el cuadro 7.16 se describen las proteinas
codificadas por los genes hasta ahora analizados, los cuales estan incluidos en el

grupo de los sobre expresados.
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Cuadro 7.16 Proteinas asociadas a los transcritos sobre-expresados diferencialmente

Tama Similitud Funcis
Nombre Descripcion fio . ValorE  promedio o GO’s! en;?ﬁé%ga
i (pb) (%)
c2631_g1_il Rrotglna de choque 335 10  5.06E-33 79.3 1 P: re,spuesta al
térmico clase Il estrés
Proteina no
c4491 gl i1~ caracterizada 7.39E-09
LOC103848776 866 10 47.5 0
(prediccién)
F: unién de
acidos nucleicos
¢5107 g1 i1 Proteina hipotética 3.06E-27 P: integracion del
VITISV_041315 1892 10 57.5 3 ADN
F: unién iones de
zinc
Subunidad C: centro de
c8055_g1 i1 cloroplagtlca del centro 903 10 4.14E- 89 4 5 reaccion del
de reaccion del 101 fotosistema |
fotosistema | P: fotosintesis
F: unién de
metales idnicos
Proteina no F: unién de
c8389 gl i1  caracterizada 2 44E-12 acidos nucleicos
LOC103495177 1002 4 54.5 4 P: integracion del

(prediccion)

ADN
F: unién iones de
zinc
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Tama

Similitud

Nombre Descripcién fio Hﬁs Valor E  promedio g GO’s! uneion
(pb) (%)
_ Familia proteinica
90199111 mjp18 parecida a 1489 10 6-25E-ll 82.1 0
at1g68310
Proteina no F: unién metales
c9953 gl i1  caracterizada 2 55E-27 i6nicos
" oc103716548 73310 59.6 2 F: union iones de
(prediccidn) zinc
P: respuesta al
estrés
_ $xido di P: respuesta a
c10121_g1_i1 Superoxido dismutasa 747 10 L181E-12 52 8 3 quimicos
Cu Zn -
P: respuesta
celular a
estimulos
c10809_g1_j1 Proteina hipotética 9.21E-07
" PBOR 30375 630 1 8 0
c11128 g1 i1 Peptidil-prolil tipo 510 10 299E-17 68.7 0
isomerasa, 70 kDa
c12252_g1_i1  Dominio LOB con 862 10 592E-72 79.3 0
proteina tipo 41
C: cloroplasto
C: fotosistema Il
~ Proteina tipo C: componente
12323 9111 ¢loroplastica de union 573 10 191E97 91.4 6 integral de la
a clorofila a-b membrana
F: unién a
clorofila
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Nombre

Descripcion

Tama

~

fio
(pb)

Hits

Similitud

Valor E promedio

(%)

GOs!

GO’s!?

Funcién
enziméatica

c12557 g1 _i1

c13268_g1_il

c14304_g1_i2

Poliproteina tipo copia

Proteina de choque
térmico 70

Proteina tipo 5 -
metiltioadenosina S-
adenosil homosisteina
nucleosidasa 1

1030

5901

816

10 3.03E-74

3.21E-
10 114

10 1.33E-09

66.6

99.5

78.4

P: fotosintesis,
recoleccion de
luz

P: union proteina-
cromoforo

F: unién

P: proceso
celular

C: envoltura del
cloroplasto

F: uniéon a ATP
P: respuesta al
calor

P: respuesta al
ion cadmio (Cd?*)
C: parte de la
célula

F: actividad
metiltioadenosina
nucleosidasa

P: proceso
biosintético del
etileno

P: proceso
biosintético de L-
metionina a partir
de S-adenosil
homocisteina

(3.2)
glicosilas
as
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Tama Similitud

Nombre Descripcion o | o ValorE promedio st GO’s! er':;?ﬁé?iga
(pb) (%)
P: respuesta a
aguas profundas
P: proceso
metabdlico de
arginina
P: proceso
metabdlico de
prolina
F: actividad
~ Serina treonina cinasa transferasa,
€15349_9111  con un probable 359 10 23%2 63.0 1 transferencia de
receptor tipo Irr grupos que
contienen fésforo
F: unién a fosfato
piridoxal (4.4)
c16369 al il . 7.22E-35 F: actividad allin carbon-
-9>-1% Parcial 180 10 94.4 3 liasa aaufre
P: proceso liasas
metabdlico
Proteina sin
c16472_gl1_i1 caracterizar 1.04E-07
% oc104214865 32 1 S5 0
(prediccion)
_ P: proceso
c16859_g1 i1 posfolipasa a 477 10 39814 82.1 1  metabdlico de
lipidos
c17579 g1 i1 Proteinano 1688 10 5-11E-17 518 0
caracterizada '

101



Tama

Similitud

Nombre Descripcién fio Hﬁs Valor E  promedio 5. GO’s! er':;?ﬁé?iga
(pb) (%)
LOC104232162
(predicha)
Proteina tipo C: mem,brang
c18198 gl i1 cloroplasti ., 4.89E-29 P: fotosintesis,
plastica de unién 321 10 93.6 2 recoleccién de
a clorofila Il a-b Uz
~ Proteina de la familia E_.dac]uwdad
c19733 9111 (4o |asisocorismatasa 872 10  4-96E-77 76.2 2 drolasa
) P: proceso
hidrolasas metabélico
F: union a acidos
nucleicos
c19821 g1 i1 Proteina hipotética 0044 10  2:43E-22 46.2 4 'I:;:)llr\lltegrauén del
VITISV_011510 ) E: union a iones
de zin
C: mitocondria
F: union a ARN
P: replicacion del
_ : : ADN dependiente
c21866_g1_i1 Contiene undominode .o, 15  2.09E-84 61.8 3 de ARN
transcriptasa reversa ' F- actividad de
ADN polimerasa
dirigida a ARN
c23245 g1 i1 Proteina argonauta 292 10  394E-17 66.6 1 F: unioén a acidos
mell ' nucleicos
c23587 g1 i1 Proteina no 1992 o  270E-07 49 5 0

caracterizada de baja
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Tama

Similitud

Nombre Descripcién o | o ValorE promedio o GO’s! uneion
(pb) (%)
calidad
LOC104435745
(prediccion)
c24466_g1_ i1 Proteina tipo miosina 380 10  405E-09 70.2 0
11, isoforma x1 '
Proteina no
c26001_g1_i1 caracterizada 1.19E-16
s LOC103441657 306 10 575 0
(prediccion)
C: mitocondria
C: envoltura
mitocondrial (3.6)
C: membrana actuando
F: actividad en
peptidasa anhidrido
dependiente de s acidos
Zinc metaloproteasa ATP (34)
_ . F: actividad actuacion
c26695_g1 i1 ftsh dependiente de 246 10 160E11 82.9 13 metaloproteasa  en
ATP tlp,O mitocondrial ' E: unién a ATP enlaces
cloroplastica P: protedlisis peptidico
P: respuesta al S
calor (peptidas
P: respuesta a as
alta intensidad de hidrolasa
luz S)
P: proceso
catabolico
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Tama

Similitud

Nombre Descripcion o | o ValorE promedio o GO’s! er':;?ﬁé?iga
(pb) (%)
P: proceso
biosintético de
glucosinolato
P: regulacion de
la localizacién de
proteina
P: protedlisis
dependiente de
ATP
Proteina no
_ caracterizada
c30638_g1_i2 LOC104647883 2309 10 4.20E-31 54.9 10
(prediccion)
c33229_g1_i2 gag pol 2238 10  6.05E-34 62.7 1  F:union
F: actividad de
casges_g1_jz ~rgninan- 241 10  2.93E-10 79.5 o  Metiltransferasa
metiltransferasa 7 P: metilacion de
proteina
F: unién a acidos
. Proteina hipotética nucleicos
c37365_g1.11 VITISV_O4F1)315 2133 3o3E08  69.33 2 p:integracion del
ADN
F: union a acidos
nucleicos
¢37419 gl il Copia tipo proteina 1045 10  3.69E-25 62 3 P: integracion del

retrotransposoma

ADN
F: union al ion
zinc
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Tama

Similitud

L, ~ # . , i
Nombre Descripcion (Bg) Hits ValorE pro(r(r)}idlo ol GO’s! er':;?ﬁé?iga
0
Proteina sin F: unién a iones
. caracterizar metalicos
c38244 g1 il LOC103711556 1245 10 6.63E-52 52.2 2 E: unién a iones
(prediccion) de zinc
c40732_g1_il Proteina ribosomal 40s 507 10 7.91E-11 65 2 C C.'tOSOI
tipo s6 C: ribosoma
Proteina sin
. caracterizar
c40876_g1_i2 LOC103869784 1967 10 1.47E-96 58.1 0
(prediccion)
. Proteina afp3 familia
c41056_g1_il ninja 1255 10  8.84E-37 79.1 0
F: actividad de
factor de
elongacion de la
traduccién
F: actividad
ctrasa 09,
€41230_g1_il Factqr de elongacion 1 280 10  2.88E-19 99.4 6 F union al GTP sobre
(parcial) P: proceso anhidrido
catabdlico del . .
GTP s acidos
C: ribosoma
P: regulacion de
la elongacion
traduccional
c42022_g1_i1 Proteina sin 263 10 7.23E-12 58 3 F: union a acidos

caracterizar

nucleicos
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Tama

Similitud

Nombre Descripcién o | o ValorE promedio o GO’s! uneion
(pb) (%)
LOC104594965 P: integracion de
(prediccidn) ADN
F: unién a iones
de zinc
C: mitocondria
C: parte de la
. membrana
c42317_gl_i1  Atp8 579 10 4.81E-42 73.3 3 E: actividad de
transportador
membranal
Proteina no
. caracterizada 5.09E-
c43558 g1 il LOC103976853 1149 10 120 84.9 0
(prediccién)
Proteina no
. caracterizada
c43902 g1 il LOC103712310 931 3 6.37E-14 43.33 0
(prediccién)
F: actividad de
hidrolasa
. Proteina de la familia 2.13E- P proceso
c44021 g1 i1 de las hidrolasas 1049 10 160 90.9 4 metabol_lco _
P: de-etiolacion
P: respuesta a
karriquinas
Proteina cognada a C: pared celular,
c46079_gl_i1 una de choque térmico 570 10  /-98E-58 90.4 14 membrana de la

70 kDA (expresada)

vacuola, aparato
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] Tama Similitud Funcion
Nombre Descripcion Ao g ValorE promedio goq GO’s! enzimatica
(pb) (%)
de Golgi,
membrana
plasmatica,
plasmodesmo,
envoltura del
cloroplasto,
ribosoma
citosoélico,
apoplasto
F: union a
proteasas, a ATP
P: respuesta al
calor, a virus, al
ion cadmio,
karriguinas
C. fotosistema,
Centro de reaccion del tilacoide del
046540_g1. il fotosistema I tipo 801 10 3.01E-63 87 4 cl_orop!asto
subunidad F: unién a la
cloroplastica clorofila
P: fotosintesis
Proteina no
. caracterizada
c46822_g1_i2 LOC102623579 2648 10 2.27E-10 56.5 0
(prediccion)
c47123_g1_i2 Dominio SPX que 1022 10  0.00E+00 875 3 C: mitocondria,

contiene una proteina

componente
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Tama

Similitud

L, ~ # . , Funcién
Nombre Descripcion Ao it Valor E  promedio ;a5a GO’s! enzimatica
(pb) (%)
de membrana_17046 integral de la
(parecido) membrana
P: transporte
transmembranal
Proteina no
.. caracterizada
c47385 gl i2 LOC104220969 2346 10 5.22E-35 52.5 0
(prediccidn)
F: actividad de
serinal/treonina
cinasa, unién a
ATP (2.7)
_ N transfere
P: fosforilacion de .
Serina treonina cinasa proteinas ncia de
c48160 g1 _i2 : 685 10 2.35E-56 82.1 5 ' grupos
sap3 (parecida) respuesta al ue
estrés osmdtico, que
contienen
proceso fésforo
metabdlico de la
familia de aa
serina
~dehidrina cor410 P respuesta al
c48219_9L i1 (trigo_cold regulated 834 10 284E-12 56.1 2 - resp c
— aguay a estrés
protein)
Proteina no
. caracterizada
c48385 g1 _il LOC104417924 2352 10 3.67E-18 52.9 0

(prediccion)
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] Tama " Similitud Funcion
Nombre Descripcion Ao it Valor E  promedio ;a5a GO’s! enzimatica
(pb) (%)
Proteina no
.. Ccaracterizada 7.38E-21 L
c48453 g1_i2 LOC104090981 1973 10 53.3 1 F: union al DNA
(prediccion)
. Peroxidasa catatiénica F: union,
c48657_gl1_i2 . 1283 10 4.17E-17 76.6 1 actividad
tipo SPC4 :
oxidoreductasa
F: union a DNA,
unién a cromatina
Factor de transcripcion P.: resp_uesta a
c49426_g2_il . 1352 10  1.39E-65 84 5 giberelinas,
rax2 (parecido a) .-
respuesta a acido
salicilico
C: cromatina
P: proceso
metabdlico
~ Galacturonosil F: actividad de
c49526 91 12 yansferasa 7 isoforma 2067 10 0.00E+00 72.3 2  transferasa,
x1 (probable) transfiriendo
grupos
glicosilicos

1Gos, genes ortogonales anotados y/o descritos; P, proceso biolégico; F, funcion molecular; C, componente celular
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De las 56 homologias presentadas en el cuadro anterior, se destacan las

siguientes:

e Proteina de choque térmico clase Il, también conocida como
chaperona, la cual es expresada en respuesta al estrés. Reportada en tomate
silvestre (Solanum peruvianum), soya (Glycine max), y chicharo (Pisum sativum)
(UniProt, 2015). Este tipo de proteinas se encuentran altamente conservadas en
todos los organismos, tienen un papel en el desdoblamiento/plegamiento de
proteinas, ensamblaje de complejos multiproteicos, transporte de proteinas a su
compartimento celular correcto, control del ciclo celular, sefializacion y proteccion

de la célula contra estrés/apoptosis (Li y Srivastava, 2003).

e Proteina ribosomal 40S (s6), como su nombre lo indica, es un
constituyente estructural del ribosoma, esta proteina esta involucrada en la
regulacion de la traduccién y en la fisiologia del organismo y de la célula
(Magnuson et al., 2012). Se ha observado que también regula el tamafio de la
célula, su proliferaciéon, y la homeostasis de la glucosa, quiza regulada por
fitohormonas (UniProt, 2015; Turck et al., 2004); ademas de su participacion en
el proceso de desarrollo requerido para la correcta organizaciéon de los

meristemos radicales laterales en Arabidopsis (Horiguchi et al., 2003).

e Familia de proteinas ninja — AFP3, esta actia como regulador
negativo de la respuesta a ABA y al estrés. Muestra hipersensibilidad a la sal y

una pequeia hipersensibilidad a la glucosa (UniProt, 2015).

e Factor de elongacion 1 (parcial), una de las cuatro subunidades que
componen la traduccion de los organismos eucariontes. Cataliza la union de
aminoacil-tRNA al sitio-A del ribosoma en una forma dependiente de GTP durante
la sintesis de proteinas, aunque también pareceria que participa en procesos no
traduccionales. Los factores de elongacion, en general estan presentes en el ciclo
celular; en el ribosoma, facilita la elongacién traduccional desde la formacion del
primer enlace peptidico hasta el dltimo (UniProt, 2015). La sobre expresion de
este gen en el brote a la quinta semana, sugiere una produccién temprana de

proteinas.
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e Cinasa SAPK3 serinal/treonina, las cinasas, familia de enzimas que
modifican una sustancia al fosforilarla estan reportadas como participantes en las
cascadas de sefializacion y en los mecanismos de aclimatacién al frio (Jansk& et
al., 2010; Yadav et al., 2010). La sobre expresion de este gen, supondria que las
células del brote detectan de alguna manera el frio y utilizan este tipo de enzimas

como respuesta al estrés.

e Dehidrina COR410, los genes regulados por el frio también han sido
indicados como participantes en el mecanismo de aclimatacion al frio (Janska et
al., 2010; Yadav et al., 2010), lo cual, salvo previa validacion, tiene sentido que

este gen esté sobre expresado en la condicién de 5 °C.

e Factor de transcripcion (TF) RAX2, los factores de transcripcion son
pequefias moléculas de proteinas que se pueden unir a las proteinas o a los
acidos nucleicos y regular la expresiéon de genes y/o la post-traduccion de
proteinas (UniProt, 2015). TF es un activador de la transcripcién que se le atribuye
un papel positivo en la regulacion de los meristemos axilares, su formacion y
desarrollo especialmente durante la florescencia. Es posible que esto esté
correlacionado positivamente con la obtencion de plantas con escapo floral (70
%).

En el cuadro 7.17 se muestran algunas de las homologias encontradas

para los transcritos reprimidos en la condicién de 5 °C.

112



Cuadro 7.17 Proteinas asociadas a los transcritos reprimidos diferencialmente

Nombre

Descripcion

Tama
o
(pb)

Hits

Valor E

Similitud
promedio
(%)

#
GOs!?

GO’s!?

Funcién
enzimatica

cl185 gl i1

c1103 g1 i1

c1335_g1_il

c1488 g1 il

Proteina tgb1l

Prediccion: proteina no
caracterizada
LOC104217544

Transporte de sulfatos
de baja afinidad 3-like

Dominio burp que
contiene una proteina
3-like

133

2866

2332

240

10

10

10

10

2.94E-21

6.98E-96

1.1E-23

81.8

51.7

78.5

71.5

F: funcion de
helicasa,
union a ATP
P: transporte,
proceso
metabadlico,
proceso viral

P: desarrollo
del polen

C: membrana
F: actividad
de
transportador
transmembra
nal de
sulfatos

P: transporte
de sulfatos,
transporte
transmembra
nal

(3.6) Accion
sobre acidos
anhidridos
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Tama Similitud
Nombre Descripcion Ao Hits Valor E promedio Ggsl GO’s?

(pb) (%)

Funcién
enzimatica

C:
componente
integral de la
membrana
F: actividad
Proteina 1-like, familia 1885 10 0 28.3% 10 de
mate efflux transportador
transmembra
nal de citrato
P: respuesta
celular al ion
fierro
C: envoltura
del
cloroplasto,
componente
integral de la
membrana
F: actividad
UDP-
glucosiltrans-
UDP- ferasa (2.4)
c5101_g1_i1  glucosiltransferasa 1789 10 2.1E-169 66.5 3 P: proceso de glicosiltransfe
74f2-like los acidos rasas
monocarboxil
icos, proceso
metabdlico

c2116 gl1_il1

c4510_gl1_i1  Proteina mpvl7 1166 10  4.92E-83 80.6 2
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o Tama Similitu_d ) Funcién
Nombre Descripcion (gg) Hits Valor E pro(r;}e)dlo GOs! GO’s? enzimatica
0
gue contiene
compuestos
con benzeno
F: actividad
. oxidoreducta
c5906_g1 il ﬁ:klteocromo p450 78a4- 1768 10 0 74.7 2 sa, unién con
iones
metalicos
Prediccién: proteina C:
c7421_gl i1  sin caracterizar 422 8 7.5E-10 58.38 1 m.itocon dria
LOC100827443
F: union a
ADP-factor de iones
: ribosilacion, proteina 4.9E-131 metélicos
cfril gt il agdl12-like activadora 1186 10 743 2 P: regulacion
de GTPasa de actividad
GTPasa
F: actividad
, GDSL lipasa esterasa hidrolasa que
c8798 gl il at3g26430-like 790 10  1.6E-99 72.6 1 actia sobre
enlaces éster
NAD-deshidrogenasa F “”'051 al (1.1) Acttia
: subunidad beta |on_|\(|g ' sobre el
c8807_g1_i1 dependiente de 366 10 2.6E-24 87.5 4 gctn_ndad de  grupo de
isocitrato isocitrato donadores
deshidrogena CH-OH
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o Tama Similitu_d ) Funcién
Nombre Descripcion fio . ValorE  promedio g4 GO’s? enzimatica
(pb) (%)
sa (NADY), (3.6) actua
union al NAD  sobre acidos
P: ciclo de anhidridos
acido (3.7)
tricarboxilico  transferencia
de grupos
que
contienen
fésforo
(2.1)
transferencia
de grupos de
un carbono
Familia de proteinas P
c8878 g1 i2 gllgoprotelnas isoforma 2538 10 0 77.0 1 reubicaciond
1 ricas en el cloroplasto
hidroxiprolina
co203 g1_i1  -roteina de choque 655 10  4.24E-22 66.3 0
térmico kda clase i
c9376_gl i1 Proteina FLX like-2 2211 10 2.2E-103 73.4 0
F: unién al
ion cobre,
. Nodulina temprana actividad de
c9799 gl i1 917 10 4.0E-54 81.5 3 acarreador

like-1

de electrones
P: transporte
de electrones
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Nombre

Descripcion

Tama

Similitud
Ao e Valor E promedio

(pb) (%)

#
GOs!?

GO’s!

Funcién
enzimatica

c10058_g1_il

ATPasa subunidad
catalitica o tipo-v

875 10 1.6E-84 97.3 16

C: vacuola,
pared celular,
aparato de
Golgi,
membrana
plasmatica,
plasmodesm
0, cubierta
del
cloroplasto,
transportador
de protones
ATPasa-V,
apoplasto

F: union de
proteasa,
union al ATP,
actividad de
ATPasa
transportador
a de protones
(mecanismo
rotacional),
P:
organizacion
Golgi,
desarrollo del

(3.6) actia
sobre acidos
anhidridos
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Nombre

Tama

Descripcion o
(pb)

Hits

Valor E

Similitud
promedio
(%)

#
GOs!?

GO’s!

Funcién
enzimatica

10063 g1 il

c10140_g1_il

Parecida a NADH-

citocromo b5 reductasa 1198 10

Proteina hipotética
SORBIDRAFT 029013 510 10
190

1.4E-165

1.6E-09

91.6

59.4

polen
repuesta al
estrés salino,
hidrolisis de
ATP
acoplado a
transporte de
protones,
fosforilacién
oxidativa

C: reticulo
endoplasmati
co,
membrana
plasmética,
pared celular
tipo vegetal
F: actividad
oxidoreducta
sa

P: cadena de
transporte de
electrones
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Nombre

Tama

Descripcion o
(pb)

Hits

Valor E

Similitud
promedio
(%)

#
GOs!?

GO’s!

Funcién
enzimatica

c12299 g1 il

c12402_g1_il

c12667_g1_il

Proteina blanco para

xkip2-a-like 846

Prediccion: proteina no
caracterizada 466
LOC104446716

Ribonucleasa uk114-

like 786

10

10

10

5.8E-28

3.2E-23

1.5E-53

58.4

58

84.1

C: huso,
microtubulo
P: division
nuclear
mitotica

F: unién al
ARN,
actividad de
ADN
polimerasa
P: replicacion
del ADN
dependiente
de ARN

C:
mitocondria,
vacuola,
estroma del
cloroplasto,
tilacoide,
envoltura del
cloroplasto
F: actividad
deaminasa
P: proceso
metabdlico,
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Tama

Nombre Descripcion o
(pb)

Hits

Valor E

Similitud
promedio
(%)

GOs!?

GO’s!

Funcién
enzimatica

Factor de transcripcion
c12777_gl1_i1  erf038-like sensible a 812 10
etileno

c13741_gl1 i1 Calmodulina 5 891 10

cl14134 gl i1 TSL cinasaisoformaxl 1169 10

4.6E-45

3.1E-91

1.2E-28

65

915

50

2

0

respuesta al
ion cadmio
P:regulacion
de la
transcripcion,
transcripcion
C: nucleo

F: actividad
de factor de
transcripcion
gue se une a
una
secuencia
especifica de
ADN

C: nuacleo

F: unién al
ion Ca%*

1GOos, genes ortogonales anotados y/o descritos; P, proceso bioldgico; F, funcién molecular; C, componente celular
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El andlisis completo de los resultados obtenidos con la secuenciacién
masiva del transcriptoma de ajo, nos dar4 un panorama ampliado de lo que
pudiera estar pasando, al conocer con relativa seguridad la funcion de las

proteinas cuyos genes se observaron expresados diferencialmente.
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VIIl. CONCLUSIONES

Aunque las variables de crecimiento analizadas en campo y condiciones
de temperatura semi-controlada no fueron comparables, en ambos casos se

observo un adelanto en el ciclo de desarrollo de las plantas 5C.

Se obtuvieron bancos substractivos de genes de dientes almacenados a

5°Cy TAy de dérganos de plantas durante el desarrollo.

Los genes sobre expresados y detectados por la técnica SSH? en la
condicion de 5 °C permitié explicar la induccion del escapo floral, el cambio en el
metabolismo de los fructanos y la acumulacion de compuestos fendlicos y

antocianinas descritos en otros trabajos de este mismo laboratorio.
En este sentido, este trabajo permitié sefialar lo siguientes aspectos:

La sobre expresion del gen 1 SST; en los brotes de dientes 5C respecto
de TA; en las dos Ultimas semanas de acondicionamiento, parece indicar que

desde el acondicionamiento hay un cambio en el metabolismo de fructanos.

No obstante, esta condicion cambio a los 155 DDS y en la cosecha, los
bulbos y hojas de las plantas TA mostraron mayores niveles de expresion de este
gen en comparacion con las plantas 5C. Los cual explica los mayores tamafios

de bulbos de las plantas TA respecto de las plantas 5C.

Los datos de expresion se correlacionaron con los procesos de
acumulacioén de fructanos y explican porque en las pantas 5C se interrumpe la
acumulacion de fructanos en los bulbos al final de su ciclo de cultivo mientras que
en las plantas TA mantienen activo el proceso de acumulacién de fructanos hasta

el momento de la cosecha.

La expresién diferenciada del gen FRIGIDA en los dientes semilla TA'y
5C parece explicar también la expresion diferenciada de aparicion del escapo
floral al final del desarrollo del cultivo asi como también es posible que este gen

tenga efecto en el adelanto del ciclo de cultivo de las plantas 5C.
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La expresion del gen SORBIDRAFT parece estar ligado a una respuesta
al estrés de frio; aunque no es posible definir con certeza su participacion en este

proceso.

La secuenciacion masiva de genes, permitié sefialar que los efectos
principales que tiene el acondicionamiento a 5 °C se encuentran ubicados a nivel

de membranas y a las proteinas asociadas a las rutas metabdlicas.
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X. ANEXOS

Anexo A. Extraccion de ARN (RNeasy Plant Mini Kit de Quiagen, 2006)

l. A la muestra molida y pesada se le adicionaron 450 uL de regulador

RLT (previamente adicionado con 3-mercaptoetanol). Se le dio un vortex.

Il. El lisado fue transferido inmediatamente a una columna lila (QIA
shredder spin) en un tubo colector de 2 mL. Se centrifugd a 12,000 rpm 0 maxima

velocidad por 2 minutos.

Il. Se transfirié con cuidado el filtrado a un tubo eppendorf nuevo,

cuidando de no perturbar el pellet al fondo del tubo.

V. Segun el volumen obtenido en el paso anterior, se adicionaron 0.5

volimenes de etanol (100 %). Se mezclé suavemente por pipeteo (5-6 veces).

V. Se pas6 la muestra y cualquier precipitado formado (~ 600 yL) a una
columna rosa (RNeasy spin) colocada en un tubo colector (2 mL). se llevo a cabo
una centrifugacién a 10,000 rpm por 15 segundos. El filtrado fue descartado.

VI. Se anadieron 350 L de regulador RW1 a la columna (de preferencia
en el centro de la matriz) y se centrifugé a 10,000 rpm durante 15 segundos. Se

Desecho el filtrado.

VII. A una alicuota de ADNasa libre de ARNasas (10 uL) se le afiadieron
70 uL de regulador RDD. Se realizé un mezclado suave y un short (la enzima es

sensible al dafio mecanico).

VIII. Estos 80 pL se afadieron a la columna rosa (sobre la matriz) y se

incubo a temperatura ambiente por 15-30 minutos.

IX. Pasado el tiempo, se anadieron 350 yL de regulador RW1 a la

columna. Se centrifugd a 10,000 rpm por 15 segundos y se descarto el filtrado.

X. La columna rosa fue transferida a un tubo colector nuevo y limpio (2
mL) y se le adicionaron 500 pL de regulador RPE (asegurarse de que el buffer
haya sido diluido con etanol antes de ser utilizado). Se llevd a cabo una

centrifugacion a 10,000 rpm durante 15 segundos y se desecho el filtrado.
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XI. Una ultima centrifugacion a la columna con el tubo colector vacio a

12,000 rpm por 2 minutos eliminara cualquier residuo del regulador RPE.

XII. Se transfirio la columna a un tubo colector con tapa (1.5 mL) y se
adicionaron directamente sobre la membrana de la columna 30 pyL de agua libre
de nucleasas. Esto fue incubado por 5 minutos y centrifugado a 12,000 rpm

durante 1 minuto.

Al término se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa 1.2 %, a un voltaje de

70 volts por no méas de 20 minutos.
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Anexo B. Hibridacion sustractiva bajo condiciones de supresion (PCR-select™
cDNA subraction kit, Clontech, 2007)

Cadena sencilla

l. Se mezclo lo siguiente

Reactivo (ML)
ARN total (~ 2 ng) 3
Oligo de sintesis de ADNc (10 pM) 1
Agua estéril 0
Volumentotal 4

Il. Se combinaron suavemente por pipeteo (5-6 veces) y se les dio un

short.
[I. La mezcla se incub6 a 70 °C durante 2 minutos en un termociclador.
V. Al término, se dejo6 enfriar en hielo por dos minutos.
V. A continuacion se afiadieron a cada mezcla de reaccién, los

siguientes reactivos.

Por
Reactivo reaccion
(bL)
Regulador 5X de 12 cadena 2
Oligo de sintesis de ADNc (10 pM) 1
Agua estéril 1
DTT 1
Transcriptasa reversa SMART 1
Volumen total 6
VOLUMEN FINAL 10
VI. Se les aplicé un vértex suave y un short.
VII. Se incubaron las reacciones a 42 °C por 1.5 horas en el

termociclador.

140



Sintesis de la doble cadena

VIII. Sin sacar las muestras del termociclador mas que para mezclar por
pipeteo y centrifugar, se afiadieron los siguientes componentes a cada reaccion

de primera cadena,

Por
Reactivo reaccion
(bL)
Agua estéril 48.4
Regulador 5X de 22 cadena 16.0
Mezcla de dNTP (10 mM) 1.6
Coctel enzimatico 20X para 22 40
cadena
Volumentotal  70.0
VOLUMEN FINAL  80.0
IX. Se combinaron mediante por pipeteo y un short.
X. Estas muestras fueron incubadas a 16 °C por espacio de 2 horas

en el termociclador.

XI. Pausando el termociclador (se tienen 10 minutos para continuar
con las condiciones programadas) y de forma rapida pero con cuidado, se
afiadieron a cada tubo de reaccion 2 pL (6 u, 3 u/uL) de T4 ADN polimerasa. Se

mezcld bien por pipeteo y un short.
XII. La mezcla se incubd a 16 °C durante 30 minutos.

XIII. Al término de este tiempo, se afadir 4 pL de EDTA uL/Glu 20 X

para finalizar la reaccion.

XIV. A continuacion se realizé una electroforesis en gel de agarosa 1 %

para observar el producto de sintesis de ADNc (~80 V / 20 minutos).
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Purificacion producto de sintesis (ADNc de doble cadena). PureLink
PCR (Invitrogen)
l. Se afiadieron 4 volimenes de regulador de union con isopropanol

agregado a cada muestra. Se mezclaron con la punta de una pipeta.

. Se transfiridé esta mezcla a una columna PureLink® en un tubo

colector de 2 mL.

Il Se llevé a cabo una centrifugacion a 10,000 rpm durante 1 minuto,

y se descarto el filtrado.

V. La columna fue lavada con 650 uL de regulador de lavado (WB).

V. Se centrifug6 la columna a 10,000 rpm por 1 minuto y el filtrado fue
desechado.

VI. Inmediatamente se centrifugd la columna con el tubo recolector

vacio a maxima velocidad (13,300 rpm) durante 3 minutos, de esta manera se

removieron los residuos del WB.
VII. Se coloco la columna a un tubo nuevo de 1.7 mL para elucién:

VIII. Se eluy6 el ADNc purificado con 50 yL de regulador de elucion

(EB), afladiendo el buffer en el centro de la matriz de la columna.

IX. Se incubo la columna a temperatura ambiente por 1 minuto. Y se

centrifugd a maxima velocidad durante 2 minutos.
Digestion del ADNc

l. Este paso se realizo con el fin de generar fragmentos de ADNc mas
cortos y con extremos rasurados los cuales seran necesarios para las etapas

posteriores dentro del analisis SSH.

Il. En un tubo PCR estéril se combind (mediante vértex y short) lo

siguiente.
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Reactivo ML

ADNCc purificado 43.5
Regulador 10 X de la enzima de restriccion 5
Enzima de restriccion Rsa | 15

Volumen total 50
. La mezcla se incub6 a 37 °C durante 90 minutos.

V. Al término del tiempo de incubacion se agregaron 2.5 pL de

EDTA/Glucogeno para terminar la reaccion.

V. Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa 1 % para verificar
la eficiencia de la enzima, junto a estas muestras se analizaron los ADNc que no

fueron digeridos (2.5 pL de los 6 yL apartados después de la purificacion).
Purificacion del ADN digerido

l. Antes de ligar las muestras a los adaptadores, se purificé el ADNc
digerido; para ello se agregaron 50 uL de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1). Se mezclo por vortex y se centrifugé a maxima velocidad durante 10

minutos a temperatura ambiente, esto para que se separaran las fases.

Il. Con extrema precaucion se recolectd la capa superior y se coloco

en un tubo eppendorf nuevo, limpio y esteéril.
II. Se anadieron 50 pL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1).
V. Se repitieron los dos Ultimos pasos.

V. A la mezcla se le anadieron 25 pL de NH4OAc y 187.5 pL de etanol
95 %.

VI. Se realiz6 de nuevo el paso I,
VII. Y con mucho cuidado se desechd el sobrenadante.
VIII. A continuacion se recubrié suavemente el pellet con 200 uL de

etanol 80 %
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IX. Se llevé a centrifugar a maxima velocidad durante 5 minutos y se

descartd el sobrenadante.

X. El pellet se dejo secar al aire libre por 15-20 minutos.
XI. Cuando todo el etanol se evapord, el pellet fue disuelto en 10 uL de
agua estéril.

Ligacién a los adaptadores

I. Cada ADNCc del tester se dividi6 en 2 alicuotas separadas, una de ellas
fue ligada al adaptador 1 y la segunda al adaptador 2R. Para ello, se diluyé 1 yL

de ADNCc digerido y purificado con 5 uL de agua estéril.

Il. A continuacién se prepar6 la mezcla de ligacion, combinando los

siguientes reactivos:

Por
Reactivo reaccion
(bL)
Agua estéril 3
Regulador 5X de ligacién 2
T4 ADN ligasa 1
Volumen total 6

lll. Para cada tester experimental se mezclaron los siguientes

componentes en tubos de PCR (cuidar de seguir el orden mostrado):

Tubo #1 Tubo # 2

Componente c/adaptador c/adaptador
1 2R
ADNCc 2 uL 2 uL
Adaptador 1 2 uL -
Adaptador 2R - 2 uL
Mezcla de ligacion 6 uL 6 uL
Volumen final 10 L 10 uL

IV. De estas mezclas de reaccidon se tomo6 una pequeiia porcion de cada

unay se combinaron obteniéndose ADNCc ligado a los dos adaptadores, a lo que
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se le llamé control no sustraido, este servira de comparacion al final del analisis

de la hibridacion sustractiva en condiciones de supresion.

V. La mezcla se incub6 a 16 °C por toda la noche, en total 15 horas con

10 minutos.

VI. Al término de la incubacion, se anadié 1 yL de EDTA/Glucdgeno 20X

para terminar la ligacion.

VII. Las muestras se calentaron a 72 °C durante 5 minutos para inactivar

la enzima, y se almacenaron a -20 °C hasta su posterior uso.
Primera y segunda hibridacién

I. Para cada sustraccion fueron incorporados los siguientes reactivos en

tubos de PCR en el orden mostrado:

Tubo# Tubo#

Componente
1 2
ADNCc driver 15 1.5
Tester ligado al adaptador 1 15 -
Tester ligado al adaptador 2R - 1.5
Regulador de hibridacion 4X 1.0 1.0
Volumen final 4.0 4.0

Se mezclaron por pipeteo y short.

[I. Los tubos se pusieron en un termociclador y se incubaron a 98 °C por
1 minuto y medio en un termociclador y después a 68 °C durante de 8 horas.

lll. En la segunda hibridacién, nuevas moléculas son formadas, las
cuales consisten en ADNc expresados diferencialmente con diferentes
adaptadores ligados a cada extremo terminal. Para ello, es muy importante no
desnaturalizar las muestras de la primera hibridacién y preparar de antemano las

gue si se desnaturalizan.

IV. Paradesnaturalizar el driver, se mezclaron los siguientes reactivos en

un tubo de PCR nuevo y estéril.
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Tubo 1
1 uL driver
1 uL Regulador de
hibridacion 4X

2 uL de agua estéril

Volumen total: 4 pL

V. Un poco antes de que culminen las 8 horas de la primera hibridacion
se incubd el tubo del paso anterior a 98 °C durante 1.5 minutos en un

termociclador.

VI. Cuando se cumplieron las ocho horas de la hibridacién, se removié el

driver desnaturalizado del termociclador vy,

VII. Se mezclo simultaneamente el driver con las muestras hibridadas 1y
2, lo cual asegura que ambas muestras sean mezcladas sélo en presencia del

driver recién desnaturalizado.
VIII. Esta mezcla se incub6 a 68 °C por toda la noche (~15 horas).

IX. Al término de este periodo, se afadieron 20 yL de regulador de
dilucion y se calent6 a 68 °C durante 7 minutos. Con este Ultimo paso, la
hibridacién sustractiva se ha llevado a cabo. El producto puede guardarse a

-20 °C hasta su uso, o realizar la amplificacion inmediatamente.
Amplificacién exponencial mediante PCR

I. Para preparar los templados para la primer PCR, se tomé una alicuota

de 1 uL de cada ADNCc hibridado y diluido (paso IX de la segunda hibridacién).

II. Antes de hacerlaPCR, se preparé la mezcla de reaccion, combinando

los siguientes reactivos en el orden correspondiente:
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ML por

Reactivo .,
reaccion

Agua estéril 19.05
Regulador de reaccion 10 X para Taq pol. 2.5
Mezcla de dNTP (10 mM) 0.5
Oligo PCR 1 1.0
MgCl2 (50 mM) 0.75
Templado 1.0
Tag polimerasa 0.2
Volumen final 25.0

lll. Estas sustancias se mezclaron por pipeteo y short.

IV. Se incubaron a 75 °C por 5 minutos en el termociclador para que los
adaptadores se extiendan v,

V. De inmediato se comenzd con los ciclos de PCR bajo las condiciones

estipuladas en el manual.

VI. Al término de este, se hizo una electroforesis en gel de agarosa al 2

%, utilizando un volumen de carga de 8 pL.

VII. Inmediatamente y si hay presencia de bandas amplificadas, se
procede con el segundo PCR, para lo cual se diluyeron 3 pyL de cada producto

del primer PCR en 27 uL de agua estéril.

VIIl. Para preparar la mezcla de reaccion se agregaron los siguientes

reactivos en el orden mostrado.
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Reactivo

Agua estéril

Regulador de reaccion 10 X para Taq
pol.

Oligo anidado 1

Oligo anidado 2R

Mezcla de dNTP (10 mM)

MgCl2 (50 mM)

Templado (producto ler PCR diluido)
Tag polimerasa

Volumen final

ML por
reaccion
18.05

2.5

1.0
1.0
0.5
0.75
1.0
0.2

25.0

IX. Los componentes se mezclaron por pipeteo y short.

X. Y se comenz6 el termociclador como se indica en el manual del kit.

XI. Altérmino, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa 2 % durante

30 minutos a 80 volts.

XIl. Los productos se almacenaron a -20 °C hasta su posterior utilizacién

(ligacion y clonacion de células competentes).

148



Anexo C. Purificacion productos de PCR (Wizard PCR preps DNA purification

System, Promega)

I. Se transfirieron de 30-300 pyL del producto de PCR a un tubo
eppendorf.

II. Sobre la muestra se colocaron 100 yL del regulador de purificacién

directa y se mezcl6 por vortex.

lll. Después se le adicion6 1 mL de resina y se mezcl6 por vortex 3 veces

en un periodo de 60 segundos (3 pulsos x 20”).

IV. Se prepar6 una columna Wizard® por cada producto de PCR o
muestra a purificar. Se retir6 el émbolo de una jeringa de 3 mL. La jeringa se

unié a la extension Luer-Lok® de la columna.

V. Se pipeted la mezcla de resina + ADNCc al interior de la jeringa. Se
inserto el émbolo lentamente y se presiond para hacer pasar la mezcla a través

de la columna.

VI. Se quité la columna de la jeringa, se removié el émbolo y se volvié a
colocar la columna. Se pipetearon 2 mL de isopropanol 80 % en la jeringa y se

hicieron pasar a través de la columna (lavados).

VII. Se retir6 la jeringa y se columna se transfirié a un tubo eppendorf. Se

centrifugd la columna a 11,000 rpm durante 2 minutos para secar la resina.

VIII. Se transfirié la columna a un tubo de microcentrifuga nuevo, limpio y
estéril. Se adicionaron 20 pyL de agua, se incubd a temperatura ambiente por
espacio de 60 segundos y se centrifugd a 11,000 rpm durante 1 minuto. Se retird

y desechd la columna. El ADN purificado se almacend en el tubo a -20 °C.
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Anexo D. Ligacion al vector pGem TEasy (Promega)

Debido a que los cambios bruscos de temperatura afectan el

rendimiento del regulador de ligacién rapida 2X, este se dej6é descongelar por si
solo.

I. Combinar los siguientes reactivos en el orden mostrado:

Regulador de ligacion rapida 2X 5uL
Vector pGEM T Easy 1 uL
Producto de PCR (ADN purificado, 5C) 1 uL
T4 ADN ligasa 1 uL
Agua libre de nucleasas 2 uL

Volumen total 10 yL
II. Seincubd la mezcla a4 °C durante aproximadamente 20 h.

lll. Al término del tiempo de ligacion, se almaceno6 a -20 °C hasta la,
transformacién de células competentes.
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Anexo E. Transformacion de células competentes (One Shot® MAX Efficiency
DH10B-T1®, Invitrogen)

I. Se dejo descongelar (5 minutos) en hielo un vial con 50 uL de células
One Shot® por transformacion, por lo que se descongelaron 2 viales, uno para el
banco sustractivo de fragmentos de genes sobre-expresados (5C) y otro para el

banco sustractivo de los reprimidos.

Il. Se pipetearon 3 uL de cada ligacion directamente en las células
competentes y se mezclé suavemente, sin vortex ni pipeteo. Lo que sobré de la

reaccion de ligacién se almaceno a -20 °C.
lll.  Se incubd el vial en hielo por espacio de 30 minutos.

IV. Después, por 30 segundos exactos, se incubé en un bafio de 42 °, sin

mezclar ni agitar.
V. Inmediatamente después se puso en hielo.
VI. Y se anadieron 250 pyL de medio S.0.C. (en campana).

VIl. Para permitir que las células se recuperen, se incub6 con agitacion a

37 °Cy 225 rpm durante 60 minutos.

VIII. Al término de este tiempo, se esparcieron de 20-200 yL de cada
transformacién en cajas Petri con medio LB + Ampicilina 100 + X-gal + IPTG

previamente atemperadas a 37 °C.

IX. Incubar a 37 °C durante toda la noche.
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Anexo F. Transformacion de células electrocompetentes (TOP 10

Electrocompetent Cells, Invitrogen)

I. Antes de transformar las células competentes se atemperaron a 37 °C
durante 30-40 minutos cajas Petri con agar LB + Ampicilina 100 + X-gal + IPTG.

II. Se adicionaron 2 pL de la ligacion vector-producto de SSH a un vial

de células electrocompetentes (50 uL).

[1l. La transformacién se realiz6 conforme lo descrito en el manual del

electroporador (Eppendorf Eporator®):

i) Se retir6 la celda de su empaque y se dejé enfriar por 15-20 min a

-20 °C, después mantener en hielo antes de su utilizacion.

i) Se llenod la celda con la mezcla (células competentes — ligacion
vector-producto, de tal manera que no hubiera burbujas en el

espacio entre los electrodos.
iii) Se puso la celda en sumontura, y esta se introdujo en el Eporator®.

iv) Se aplico el voltaje requerido para E. coli (1700 V). Y se removio

la montura del electroporador.

IV. Se anadio, lo mas rapidamente posible, 250 yL de medio S.O.C,

mezclando suavemente (sin pipeteo ni vortex).

V. Esta solucion fue transferida de la celda a un tubo de microcentrifuga

tratando de retirar toda la muestra de la celda de electroporacion.

VI. Se agitaron las células transformadas por al menos 60 minutos a 37
°C a 150 rpm.

VIl. Terminado el tiempo, se sembraron 50, 100 y 150 pyL de cada
transformaciéon y se dejaron incubando durante aproximadamente 16 horas a
37 °C.
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Anexo G. Extraccion ADN plasmidico (miniprep, Sambrook [Green y Sambrook,

2012])

Después de haber crecido cada clona individualmente, se procedi6 a
recolectar las células, utilizando no mas 5 mL de medio y centrifugando a 13,000

rpm durante 5 minutos. Cuando se obtiene la pastilla (células cosechadas):
I. Se resuspendi6 la pastilla en 100 pL de solucion 1 mediante vortex.

II. Cuando la pastilla estuvo bien disuelta, se agregaron 200 uL de
solucion 2 (lisis), mezclando por inversién de 4-6 veces. Se dejo incubar la

mezcla por no mas de 5 minutos.

lll. Se agregaron 150 uL de la solucion 3 (neutralizadora). Se mezclé por

inversién y se incubd en hielo por un espacio entre 3 y 5 minutos.

IV. Al término del tiempo, se realiz6 una centrifugacion a maxima

velocidad durante 15 minutos.

V. El sobrenadante se transfiri6 a un tubo nuevo, estéril y debidamente
etiquetado.

VI. Se le agregaron 2 volimenes de isopropanol y la mezcla se dej6

reposar a -20 °C durante 30 minutos para aumentar el rendimiento.

VII. Pasado el tiempo de incubacion, se centrifugd a maxima velocidad por

15 minutos, y se deseché el sobrenadante.

VIIl. Se realiz6 un lavado con etanol (1 mL), mezclando por inversion y una
centrifugacion a maxima velocidad por 5 minutos. Se retir6 el sobrenadante y se

dej6 secar la pastilla hasta que el etanol se evapore.

IX. Después de 40-50 minutos, la pastilla se resuspendi6é en 20 pL de
agua de ampolleta con ARNasa. Se mezclé vigorosamente. Y se realiz0 una

electroforesis en gel de agarosa 1.2 %.
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Anexo H. Digestidn con enzima de restriccion Eco R1 (Promega)

Para comprobar la presencia del inserto en la ligacion vector-producto

SSH, el ADN plasmidico fue tratado con la enzima de restriccion Eco RI asi:

[. Enuntubo de PCR nuevo y estéril se combind lo siguiente:

Reactivo uL p_o,r
reaccion
Agua de ampolleta estéril 16.3
Regulador de la enzima de restriccion (H) 2
BSA acetilado, 10 ug/ pL 0.2
ADN plasmidico 1
Enzima de restriccion 0.5
Volumen final 20

[I. La mezcla se incub6 a 37 °C durante 3 horas.

[ll. Al término del tiempo de incubacién se realizdé una electroforesis en
gel de agarosa 1.2 %.
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Anexo |. Extraccion de ADN plasmidico (PureYield™ plasmid miniprep system,

Promega)

Las clonas que presentaron inserto se volvieron a incubar de forma
individual durante 16 horas con el objetivo de extraer el ADN plasmidico

mediante columna:

I. Mediante centrifugaciones a 13,000 rpm durante 5 minutos, se

recolectaron las células de 5 mL de medio.
[I. La pastilla se resuspendié en 600 pL de agua estéril.

lll. A esta mezcla, se le anadieron 100 pL de regulador de lisis mezclando
por inversion. La solucién cambié de azul opaco a azul claro (esto indica que la

lisis estd completada).

IV. No dejando pasar mas de 3 minutos se agregaron 350 uL de la
solucion de neutralizacion (fria), mezclando por inversion hasta que toda la

mezcla quede amarilla.

V. Se llevo a centrifugar a 13,000 rpm durante 3 minutos. Al término, se
transfiri6 el sobrenadante a una mini-columna PureYield™ sobre un tubo

colector.

VI. Se volvié a realizar una centrifugacion a 13,000 rpm por 30 segundos,

de esta forma, el ADN plasmidico se liga a la membrana de silice.

VII. Se desechd el sobrenadante y la columna se volvié a poner en el tubo

colector.

VIIl. A continuacién se anadieron 200 pyL del lavado de remocion de
endotoxinas sobre la membrana de la columna, centrifugando a 13,000 rpm por

30 segundos.

IX. Sin vaciar el tubo colector, se agregaron 400 uL de la solucion de

lavado e inmediatamente se centrifugd a maxima velocidad por 30 segundos.

X. Se deseché el tubo colector y la columna se transfirid a un tubo
eppendorf nuevo, limpio y etiquetado.
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XI.  Con sumo cuidado, sobre la matriz de la columna se anadieron 30 uL

de regulador de elucion y se incub6 a temperatura ambiente por 1 minuto.

XIl. Pasado este tiempo, se centrifug6 a 13,000 rpm durante 30 segundos
para eluir el ADN plasmidico.

XIll.  El producto obtenido se almacenoé a -20 °C hasta que se llevé a cabo

la secuenciacion.
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Anexo J. Sintesis de ADNc primera cadena (First Strand cDNA synthesis Kit,

ThermoScientific)

La sintesis de la primera cadena del ADN complementario se realizd
partiendo de la misma cantidad de ARN para todas las muestras y se siguieron

las indicaciones asi descritas:

l. Después de haber dejado descongelar las muestras de ARN y los

reactivos, se combinan estos siguiendo el orden que se muestra a continuacion.

Reactivo
Templado ARN ~ 265 ng/uL
Oligo (dT)18 0.5 uL
Agua libre de nucleasas Hasta 4 pL
Volumen total 5.5 uL

Il. Se mezclaron por pipeteo y short. En un termociclador se

incubaron a 65 °C por 5 minutos.

II. Inmediatamente después se agregaron los siguientes reactivos en

el orden en que indica.

Reactivo ML
Regulador de reaccion 5X 2
Inhibidor de RNasas RiboLock 0.5
Mezcla de dNTP’s (10 mM) 1
Transcriptasa reversa M-MuLV 1
Volumen total 4.5
Volumen final 10
V. Todo se mezclo suavemente y se dio un short. Después se incubo

a 37 °C durante 60 minutos.

V. Para terminar la reaccion se calentaron las muestras a 70 °C por 5

minutos.
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Anexo K. Andlisis RT-gPCR

Después de comprobar la integridad y la cuantificar el ARN se procedi6

a sintetizar el ADNc realizando los siguientes pasos:

VI.

En tubos de PCR agregar los siguientes reactivos:

Reactivo ML
ARN 2 ug
Oligo dT (0.5 pg/pL, ThermoScientific) 1
dNTPs (10 mM) 1
Agua DEPC 120

Mezclar por pipeteo e incubar a 65 °C durante 10 minutos en un
termociclador.

Terminado el tiempo de incubacion agregar a cada tubo:

Reactivo ML
Regulador 5X de primera cadena 4
(ThermoScientific)
DTTO0.1 M 2
Mezclar bien e incubar en termociclador por 2 minutos a una
temperatura de 42 °C.

Adicionar inmediatamente 0.5 pL de la enzima transcriptasa
reversa SuperScript Il (ThermoScientific), mezclar por pipeteo e
incubar a 42 °C por 50 minutos. Después aumentar la

temperatura a 70 °C durante 15 minutos para inactivar la enzima.

Cuantificar el ADNc.

158



Anexo L. Determinacion de las mezclas de reaccién para 1-SST,
SORBIDRAFT, PAL v el de referencia 18S

l. Para realizar esta verificacion se llevaron a cabo 4 matrices (una
por gen), con 9 diferentes combinaciones de concentracion de oligonucledtidos
(Cuadro M.1).

Il. Cada combinacion se realizé por triplicado, por lo tanto se
realizaron 27 reacciones por matriz, con las cuales se llenaron placas
MicroAmp® Fast-Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode (0.1 mL) (Life
Technologies).

Il Después de llenar las placas (Figura M.1), 2 en total, cada una se
sell6 con MicroAmp Optical Adhesive Film PCR Compatible DNA/RNA RNAse
Free (Applied Biosystems).

V. Cada placa se llevo por separado al LAMBAMA para su analisis
mediante el equipo de PCR tiempo real 7500 FAST de Applied Biosystems
(previamente se llend y envi6 la solicitud del servicio); cada corrida se llevé a
cabo siguiendo las instrucciones del fabricante y utilizando los programas

determinados por el equipo.

V. Después de aproximadamente 2 horas, se obtuvieron los
resultados para cada placa, estos fueron analizados con el programa del equipo,
7500 software v 2.0 (Applied Biosystems, 2007) y, segun estos, se decidio usar
la mezcla de reaccion con un mejor desempefio para cada par de

oligonucledticos.
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Cuadro L.1 Matriz de mezclas de reaccion

COMPONENTE

SYBER mix
(ThermoScientific)
Oligo sentido (—Fwd)
Oligo antisentido (—Rev)
cDNA (200 ng)

H20

COMPONENTE

SYBER mix
(ThermoScientific)
Oligo sentido (—Fwd)
Oligo antisentido (—Rev)
cDNA (200 ng)

H20

COMPONENTE

SYBER mix
(ThermoScientific)
Oligo sentido (—Fwd)
Oligo antisentido (—Rev)
cDNA (200 ng)

H20

ML
MIX 1
150/150 pm

10

0.3
0.3
4
A 20
MIX 4
150/300 pm

10

0.3
0.6
4
A 20
MIX 7
150/900 pm

10

0.3
1.8
4
N 20

160

ML
MIX 2
300/150 pm

10

0.6
0.3
4
N 20
MIX 5
300/300 pm

10

0.6
0.6
4
N 20
MIX 8
300/900 pm

10

0.6
1.8
4
N 20

ML
MIX 3
900/150 pm

10

1.8
0.3
4
A 20
MIX 6
900/300 pm

10

1.8
0.6
4
A 20
MIX 9
900/900 pm

10

1.8
1.8
4
N 20



Figura L.1 Placas para RT-qPCR
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Anexo M. Extraccion de ARN para analisis RNA-seq (TRIZOL®, [Life Technologies]

+ SV total RNA isolation system, [Promegal)

l. Brote de la quinta semana de almacenamiento para cada condicion de
temperatura fue molido en nitrégeno liquido utilizando un mortero limpio, estéril y

congelado.

Il. El polvo se colocd en un tubo eppendorf debidamente etiquetado
(cantidad ~100 mg).

Il. Mantener en congelacion la muestra hasta la adicion del Trizol® (1 mL

de Trizol/100 mg muestra).

V. Homogeneizar mediante vortex e incubar a temperatura ambiente por
5 minutos.
V. Agregar 200 pL de cloroformo y agitar vigorosamente por ~15

segundos. Incubar a temperatura ambiente durante 2-3 minutos.

VI. Centrifugar a 13 000 rpm por 15 minutos a una temperatura de

refrigeracion.

VII. Transferir la fase incolora a un tubo eppendorf limpio, estéril y libre de
ARNasas.
VIIIL. Adicionar un volumen igual de etanol 95 %. Mezclar por pipeteo y

transferir la mezcla y cualquier precipitado a una columna spin column assembly.
IX. Centrifugar a 13 000 rpm por 1 minuto. Desechar el filtrado.

X. Agregar 600 pL de la solucion de lavado. Centrifugar a 13 000 rpm por

1 minuto. Descartar el filtrado.

XI. Preparar la mezcla de incubacion con ADNasa, afiadir cada reactivo
gue se enlista a continuaciéon en el orden mostrado a un tubo eppendorf, agitar

suavemente.
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Cantidad

Componente ul
Yellow Core Buffer 40
MnCI2 0.09 M 5
DNAse | 5
XII. Aplicar esta mezcla directamente sobre la membrana de la spin basket.

Incubar por espacio de 10 minutos a temperatura ambiente.

X1 Agregar 200 pL de la solucion DNAse-stop a la columna y centrifugar a

10 x 102 rpm durante 1 minuto.

XIV. Adicionar 600 uL de la solucién de lavado. Centrifugar a 13 000 rpm por
1 minuto. Vaciar el tubo colector y adicionar a la columna 200 pL de solucion de

lavado. Centrifugar a 13 000 rpm durante dos minutos.

XV. Descartar el filtrado y volver a centrifugar a las mismas condiciones con

la columna vacia para evitar residuos de alcohol.

XVI. Transferir la columna a un tubo eppendorf nuevo y etiquetado para la
elucion:
XVII. Afadir 100 pL de agua libre de ARNasas. Centrifugar a 13 000 por

espacio de un minuto.

XVIII. Cuantificar el ARN obtenido mediante un espectrofotdmetro NanoDrop
(Thermo Scientific, 2009) y comprobar la integridad del producto mediante un gel de

agarosa desnaturalizante al 1.2 % (w/v). conservar las muestras a -70 °C.
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