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RESUMEN

El ajo (Allium sativum L.), es una planta anual perteneciente a la familia de las
Aliaceas. Se cultiva alrededor del mundo, y sus propiedades médicas potenciales
han sido reconocidas durante mucho tiempo. Estas propiedades dependen de los
compuestos bioactivos que posee, especialmente los organosulfurados, que son
también los responsables de su sabor. Ademas de estos compuestos, el ajo
contiene compuestos fendlicos, particularmente flavonoides, los cuales presentan
propiedades farmacoldgicas. Debido a que la propagacion del cultivo de ajo es de
tipo clonal, las condiciones de almacenamiento de la semilla tiene una influencia en
la planta una vez en el campo. El acondicionamiento de las semillas a 5°C durante
5 semanas antes de la siembra acelera la iniciacion, desarrollo y madurez de los
nuevos bulbos durante su desarrollo en campo en comparacion con aquellas
plantas provenientes de semillas que se almacenan a temperatura ambiente
(20°C). En el presente trabajo se evalué el efecto del almacenamiento en frio (5°C)
de la semilla de ajo previo a la siembra en el contenido y perfil de compuestos
fendlicos en tunicas y hojas aéreas. Los resultados mostraron que la baja
temperatura presentd un efecto positivo sobre el contenido de fenoles totales,
flavonoides y capacidad antioxidante en tunicas de ajo, para las cuales se
obtuvieron los mayores contenidos a 5°C y 144 dias después de la siembra (DDS),
con un maximo de 4.81+ 0.89 mg de acido galico/g de muestra en peso seco, a los
129 DDS/5°C un contenido maximo de 1.53 + 0.07 mg de quercetina/g de muestra
en peso seco y a los 144 DDS/5°C con un porcentaje maximo de inhibicién de 13+
1.10 respectivamente. Para el tejido de hoja aérea, la temperatura no tuvo un
efecto significativo general sobre los fenoles totales, flavonoides y capacidad
antioxidante, siendo 7.61+ 1.27 mg de acido galico/g de muestra en peso seco a los
144 DDS y TA, 7.64+ 0.43 mg de quercetina/g de muestra en peso seco a los 156
DDS y 5°C, y 18.78+ 0.01 % de inhibicién a los 106 DDS y 5°C los mayores valores
obtenidos respectivamente. En el perfil por HPLC-DAD en tunica, se observaron
cambios composicionales en los cromatogramas para la condicion de 5°C respecto
a la de temperatura ambiente, apareciendo 3 picos para esta condicion que no se
encuentran en el perfil de temperatura ambiente. De estos picos se identificd acido
ferulico dentro de los compuestos fendlicos, mientras que para el tejido de hoja
aérea, los cambios fueron menos visibles, y se identificé quercetina dentro de los
picos observados.



1. ANTECEDENTES
1.1 El ajo

La familia de las Aliaceas, es una de las familias de plantas con flores mas grandes
y ciertamente, una de las de mayor importancia horticola. Desde el punto de vista

econdmico, la mas representativa de sus especies es la cebolla (Siurana, 1997).

El uso principal de los miembros de esta familia se encuentra dentro del campo. El
género Allium es el unico que tiene importancia alimenticia, las especies mas

conocidas son Allium cepa (cebolla), A. porrum (puerro) (Siurana, 1997).

El ajo posee un tallo anual en forma de disco sobre el que se apoyan los dientes y
un tallo floral bienal, también llamado “escapo”, que en algunas razas no se

desarrolla y la mayoria no florecen (lICA, 1982).

Las hojas adultas son planas de aproximadamente 3cm de ancho, lineales,
terminadas en punta, delgadas y aquilladas con ligula y vaina, que al superponerse

forman el falso tallo dandole el aspecto de hojas alternas (lICA, 1982).

Los dientes, por lo comun mas de diez por cabeza, son pequeios bulbos o bulbillos
de forma variada, con 2-3 caras planas, dorso convexo de tamafo y color externo

variable. Haciendo un corte del diente se puede observar de afuera hacia adentro:

e Hoja protectora: lignificada que es la responsable del color del diente.

e Hoja de reserva: o de almacenamiento engrosada y que constituye el 80-
85% del peso total del diente.

e Hoja germinadora: o de renuevo, que es la que aparece en la brotacion,
protegiendo las hojas foliares en su desarrollo inicial.

e Hojas aéreas: o verdaderas.

e Disco basal: Con yema central, donde se apoyan todos los elementos
anteriores. Este crece al germinar el diente hasta alcanzar 1-2cm de
diametro y 0.5-1 cm de espesor (lICA, 1982).

En la Figura 1 se muestran las partes componentes de la planta de ajo.



Figura 1. Planta joven de ajo. Raices adventicias (ra), tallo (t), bulbo (b) y hojas
aéreas (ha), (B) bulbo, (C) seccion longitudinal del bulbo, (D) bulbillo o diente, (E)
inflorescencia, escapo floral (ef), bulbillos aéreos (ba) y flores (fl) (Purseglove,
1985).

1.2 El cultivo de ajo

Las especies horticolas son de gran importancia para la agricultura en México,
puesto que de los veinte millones de hectareas cultivadas, el 3.5% corresponde a
hortalizas. Lo produccidon nacional horticola es de 8.5 millones de toneladas, de las
cuales 1500000 toneladas se dedican a la exportacion y el resto al mercado

nacional (Villanueva, 1992).

El ajo es una de las plantas cuyo cultivo se conoce desde la antigiedad, los
Sumerios ya lo mencionaban hace aproximadamente 5000 afos. La planta es
originaria de Europa, de Africa mediterranea o de Asia central, se cultiva en casi

todo el mundo, principalmente en climas calidos y templados (Fonegra, 2007).

La produccién mundial de ajo, en el 2005 fue de 15 millones de toneladas,
aumentando hasta 25 millones de toneladas para el afio 2011, como se muestra en

la Figura 2.



De la produccidn total de ajo anual, tres cuartas partes se originan en China, que es

por mucho el exportador mas exitoso de ajo (Figura 3).
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En México se cultivan aproximadamente 6000 hectareas de ajo, con una
produccion de 56811 toneladas anuales (Cuadro1). Los estados de mayor
produccion son: Zacatecas, Guanajuato, Sonora, Baja California y Aguascalientes
(Figura 4) (SIAP, 2013).

Cuadro 1. Produccion agricola de ajo y sus variedades.

Cultivo Variedad Produccion (ton)
Ajo Todas 56,811.39
Ajo Blanco 1479.30
Ajo Criollo 114.35
Ajo Morado 556.80
Ajo Organico 53.00
(SIAP, 2013)
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El ajo crece mejor en zonas geograficas calidas que proveen un rango de
temperatura de 12°C a 24°C, debido a que la semilla requiere temperaturas
prolongadas inferiores a 18°C para producir bulbos maduros y a que temperaturas
arriba de 30°C inhiben la bulbificacion (Nonnecke,1989).

La brotacion de los dientes, el crecimiento vegetativo, la bulbificacion y la
maduracién son las etapas fenoldgicas principales que se presentan en el cultivo
del ajo. La formacion de los dientes esta controlada principalmente por la

temperatura en la ausencia de latencia (Del Pozo y col., 2005).

La bulbificacion estda promovida por exposicion previa de las semillas a bajas
temperaturas y ademas por largos fotoperiodos durante el desarrollo del cultivo (Del
Pozo y col., 2005).

En el ajo se producen algunos fenbmenos que se pueden agrupar como anomalias.
Tienen su origen en causas de tipo fisiolégico o pueden ser consecuencia de

deficiente manejo del cultivo (Giaconi, 1976).

El ramaleo o rebrote es un fenbmeno que se caracteriza por el crecimiento de las
hojas envolventes de cada diente sobresaliendo por el falso cuello, imprimiéndole
un engrosamiento caracteristico que muestra un excesivo crecimiento vegetativo
aéreo. En casos extremos podrian formarse bulbos adicionales que rodean al
central. Las causas son de orden ambiental: excesiva nutricion nitrogenada muy
tarde en el cultivo, periodos frios en primavera, distancias excesivas con dientes

muy grandes influyen en la aparicion de este problema (Giaconi, 1976).

Las plantas que no dan bulbos diferenciados y so6lo tallos gruesos se
denominan“acebollados” por su semejanza con la cebolla, es decir bulbos con
hojas concéntricas sin formacion o nulo desarrollo de dientes. Es un fendmeno que
se produce por exceso de humedad y de malezas, particularmente en las
plantaciones realizadas con considerable retraso. También se producen cuando los

bulbos no han recibido el frio suficiente para la diferenciaciéon de bulbillos. Por otro



lado, la incidencia de virus puede llevar a provocar este problema, estos fenémenos

se muestran en la Figura 5 (Giaconi, 1976).

Figura 5. Ajo no acebollado” (a), ajo “acebollado” (b), ajo rebrotado (c) (Utrilla,
2008).

1.3 Composicidn quimica del ajo

Se sefala que 100 gramos de dientes de ajo libres de piel contienen la composicion

que se presenta en el Cuadro 2 (Quiroga, 1999).

El ajo se compone principalmente de agua seguido de carbohidratos Los
componentes mas significativos desde el punto de vista medicinal, son los

compuestos organosulfurados (Quiroga, 1999).

Las plantas de ajo son ricas en micronutrientes, pero también contienen una gran
cantidad de metabolitos secundarios biolégicamente activos que proveen a la

planta de color, sabor y toxicidad natural (Johnson y Williamson, 2003).
El perfil fitoquimico del ajo se muestra en cuadro 3.
1.4 Compuestos fendlicos y flavonoides en ajo

Los efectos del ajo sobre la salud dependen de los compuestos bioactivos que éste
posee, especialmente los compuestos organosulfurados, que también son
responsables de su sabor caracteristico. Ademas de estos compuestos, el ajo se
caracteriza por sus compuestos fendlicos, los cuales tienen propiedades
farmacoldgicas interesantes y se encuentran en cantidades relativamente altas
(Beato, 2011).



Cuadro 2. Composicion quimica del ajo.

Componente Contenido por 100g
Agua 62.5%
Proteina 4.0g
Grasa 0.2
Hidratos de Carbono 20.0
Celulosa 1.2
Cenizas 1.1
Calcio 37.0mg
Fosforo 118.0
Hierro 0.9
Tiamina 0.19
Riboflavina 0.07
Niacina 0.04
Acido ascérbico 13.0

(Quiroga, 1999)

La quimica y clasificacion de estas sustancias es aun objeto de investigacion y de

debate (Johnson y Williamson, 2003).

Cuadro 3. Composicion fitoquimica del ajo.

Componente Porcentaje (%)
Alcaloides 2.54
Taninos 0.07
Carotenoides 0.00
Saponinas 4.60
Flavonoides 1.16
Esteroides 0.04
Carnenolidos 0.20

(Otunola, 2010)




Los fenoles son metabolitos secundarios ubicuos en las plantas. Comprenden un
gran grupo de compuestos bioloégicamente activos. En base al numero de

subunidades de fenoles, la clasificacidon moderna forma dos grupos basicos:

e Fenoles simples

e Polifenoles

El grupo de fenoles simples contienen los conocidos “acidos fendlicos”, que son
fenoles con un grupo carboxilico que determinan la especificidad de su funcion. Por
su parte, los polifenoles contienen al menos dos anillos de fenol. Los flavonoides,
que han sido objeto de estudios en afnos recientes, pertenecen a este grupo
(Prasad, 1995).

Los fenoles poseen un amplio espectro de actividades bioquimicas, tales como
antioxidantes, antimutagénicas, anticarcinogénicas y ademas poseen la habilidad

para modificar la expresidén genética (Prasad, 1995).

Los flavonoides son compuestos polifendlicos que generalmente se producen como

derivados glicosilados (Figura 6).

Los bioflavonoides son compuestos polifendlicos que se encuentran ubicuamente
en alimentos. Se cree que estos constituyentes de la dieta son importantes en el
mantenimiento de la salud, especialmente para mantener la integridad del sistema

cardiovascular (Ishizawa, 2011).
1.5 Propiedades funcionales del ajo

El uso del ajo como medicina y condimento data de mucho tiempo atras, se ha
reportado que diferentes especies Allium aportan muchos beneficios a la salud.
Allium sativum ha sido investigado de manera profunda. Extractos de esta especie
han mostrado capacidad para disminuir lipidos, actividad antiplaquetaria y también

antiaterosclerodtica (Bozin y col., 2008).



Figura 6. Estructura de flavonoides. Flavonoles: X=0OH; quercetina, R1=0OH, R2=H,;
kaempferol, R1=H, R2=H; miricetina, R1=OH, R2=0OH Flavones: X=H; apigenina,
R1=H, R2=H; luteolina, R1=0OH, R2=H (Hertog, y col., 1992).

Los usos medicinales del ajo se estan ampliando y creciendo. Estudios
epidemioldgicos, clinicos y preclinicos han mostrado una relacion cercana de los
habitos dietarios, incluyendo la ingesta de ajo y la ocurrencia de enfermedades. El
ajo ha sido investigado extensivamente por sus beneficios a la salud, lo que ha

resultado en mas de 1000 publicaciones en la década pasada (Bozin, 2008).

Un amplio conjunto de efectos terapéuticos como hipolipidémico, antiesclerético,
hipoglucémico, anticoagulante, anti hipertensivo, antimicrobiano y hepatoprotector

se han reportado, ademas de prevenir la gripe y sus sintomas (Bozin, 2008).

El estrés oxidativo que resulta de un desbalance entre la generacion de radicales
libres y la defensa antioxidante enddgena en tejidos, juegan un rol clave en la
iniciacién y progresion de estas enfermedades. Sin embargo, los mecanismos
exactos de proteccion a estas condiciones no estan bien comprendidos (Bozin,
2008).

Actualmente hay mucho interés en los compuestos fitoquimicos como componentes
bioactivos de los alimentos. Estudios recientes han mostrado que muchos de los
polifenoles presentes en la dieta derivados de plantas son atioxidantes in vitro mas
efectivos que la vitamina E o C, lo cual podria contribuir significativamente a los

efectos protectores in vivo (Rice-Evans, 1997).



Los compuestos fendlicos tienen propiedades antioxidantes y pueden actuar como
protectores contra enfermedades crénico degenerativas en las cuales las especies

reactivas del oxigeno se encuentran involucradas (Dykes y Rooney, 2007).

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se debe principalmente a sus
propiedades redox, que les permiten actuar como agentes reductores, donadores
de hidrogeno, ademas de que tienen potencial de quelacion de metales (Kahkdnen
y col., 1999).

Algunos compuestos fendlicos en plantas comestibles han recibido mucha atencion
como poderosos antioxidantes, no solamente para proteger contra el deterioro
oxidativo a los alimentos, sino también por reducir las enfermedades inducidas por
oxidacion debido a su ingestion. El principal mecanismo de los compuestos
fendlicos como antioxidantes es la capacidad que poseen para estabilizar las
especies radicales. Esta propiedad es muy importante en los sistemas biolégicos
por atrapar los radicales de oxigeno. Se cree que el proceso antioxidante se divide

en dos etapas, como se muestra:

S es la sustancia que se oxidara, AH es el antioxidante y A’ es el radical

antioxidante (Masuda vy col., 1999).
Etapa de captura

S-0O0’ (0 S’) +AH-> S-OCOH (o SH) +A’
Etapa de terminacion de radical

A’>material no radical

Los efectos cardiovasculares del ajo se encuentran entre los mas investigados de
todas las plantas medicinales y por otra parte ,se ha demostrado en estudios que el
consumo regular diario de ajo puede prevenir el riesgo de padecer cancer

(Keusgen y col., 2002).
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Los atributos benéficos del ajo a la salud se atribuyen también a los compuestos
organosulfurados que se encuentran en él, siendo el principal de éstos la aliina.
Este compuesto se convierte en alicina cuando el ajo es dafiado mecanicamente y
entra en contacto con oxigeno, es inestable por lo que se degrada a lo largo del
tiempo para dar paso a una segunda generacion de sulfuros de alilo y polisulfuros
(Quintero-Fabian, 2013).

La aliina, es un potente antioxidante con actividad cardioprotectora y
neuroprotectora, ademas de que ayuda a disminuir los niveles de glucosa, insulina,

triglicéridos y acido urico en sangre (Quintero- Fabian, 2013).

Los compuestos organosulfurados del ajo son aquellos que contienen grupos
funcionales sulfuros, disulfuros o polisulfuros en su estructura, siendo éstos los
responsables de su actividad bioldgica. Se ha encontrado que el enlace disufuro es
el responsable de la actividad anti microbiana y anti cancerigena (Schafer y
Kaschula, 2014).

1.6 Capacidad antioxidante del ajo

Se ha encontrado en estudios recientes, que las plantas pertenecientes al género

Allium poseen propiedades antioxidantes.

Especialmente, los ajos y diferentes extractos de ajo, han mostrado tener esta
actividad en diferentes modelos in vitro. La actividad antioxidante en las plantas del
género Allium se ha atribuido principalmente a una variedad de compuestos
sulfurados y sus precursores. De acuerdo a Kim y col. (1997), la alicina, disulfuro de
dialilo y trisulfuro de dialilo (Figura 7) resultaron ser los principales compuestos

antioxidantes en ajo (Prasad, 1995)

El potencial antioxidante de los extractos de plantas, y de compuestos puros puede
ser medido utilizando numerosos ensayos in vitro. Cada uno de estos, estan
basados en el efecto de actividad antioxidante, como la habilidad de quitar

radicales libres o inhibir peroxidacion lipidica (Prasad y col., 1995).
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Figura 7. Estructuras de compuestos organosulfurados presentes en ajo.
DAS:sulfuro de dialilo, DADS:disulfuro de dialilo, DATS:trisulfuro de dialilo ( Chen y
col., 2004).

Los antioxidantes, como flavonoides y fenoles se encuentran en varias plantas.
Como elementos en la dieta, son ampliamente conocidos como compuestos que
inhiben la oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad (Rauha, 2000).
Recientemente ha habido un interés creciente en separarlos para su uso como
antioxidantes naturales. Se han utilizado diiferentes solventes para este propésito,
siendo el etanol, metanol y acetona los mas comunes. Los extractos con mayor
capacidad antioxidante también tienen un mayor contenido de polifenoles. Aquellos
extractos obtenidos utilizando solventes con mayor polaridad son mas capaces de

captar radicales libres (Roby y col., 2013).

En el Cuadro 4. Se puede observar el contenido fendlico de diferentes cultivares de
ajo y cebolla liofilizados, en el cual se encuentra una relacién entre la pigmentacién

del cultivar y los equivalentes de acido galico.

La actividad antioxidante de algunos fenoles se ha mencionado frecuentemente
que posee una conexién con su funcion farmacoldgica en el sistema cardiovascular
debido a la modificacion oxidativa de las lipoproteinas de baja densidad (Ishizawa y
col., 2011).

12



Cuadro 4. Contenido de fenoles totales en diferentes cultivares de cebolla y ajo.

Equivalentes acido galico
Cultivar Parte
mg/kg
Cebolla roja tunica 79820
Cebolla amarilla tunica 26105
Ajo finlandés organico tunica 175
Ajo hungaro semilla 95

(Nuutila, 2003)

1.7 Efecto de la baja temperatura sobre el contenido de compuestos

fenodlicos

Durante el proceso normal de crecimiento y desarrollo, las plantas se encuentran
sujetas a diferentes tipos de estrés, como sequia, calor, exposicion a luz
ultravioleta, contaminacion del aire y ataques de patdgenos. La mayoria de las
plantas sufren dafos fisioldgicos y bioquimicos debido a su exposicidon a
temperaturas mayores o menores a sus oOptimas de crecimiento. Los resultados,
que se ven reflejados en los procesos metabdlicos, pueden afectar la capacidad de
crecimiento del cultivo, la cual se ve reducida y por lo tanto culmina en menor
rendimiento comercial. Se ha demostrado que el estrés térmico induce la
produccion de compuestos fenolicos como flavonoides y fenilpropanoides (Rivero y
col., 2001).

Los compuestos fendlicos se producen por la ruta de los fenilpropanoides.La
Fenilalanina amonio-liasa (PAL) es considerada como la principal enzima de la ruta,
catalizado la transformacion por desaminaciéon de la fenilalanina a acido trans-
cinamico, el cual es el principal intermediario en la biosintesis de los fenoles. Esta
enzima incrementa su actividad en respuesta al estrés térmico y es considerada por
varios autores como una de las principales lineas de la aclimatacién de las plantas

contra el estrés (Rivero y col., 2001).
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Debido a que la propagacion del cultivo de ajo es de tipo clonal, es decir, los
bulbos son la semilla para el siguiente ciclo de cultivo, las condiciones de
almacenamiento de la semilla tiene una influencia en el cultivo una vez sembrado
en el campo. El acondicionamiento de las semillas a 5°C durante 5 semanas antes
de la siembra acelera la iniciacién, desarrollo y madurez de los bulbos en
comparacion con aquellas semillas que se almacenan a 20°C (Dufoo-Hurtado y
col., 2013).

Se desconoce como la temperatura de almacenamiento de la semilla afecta el
contenido de compuestos fendlicos de los nuevos bulbos, sin embargo, hay
reportes que indican que el estrés ambiental durante el desarrollo del cultivo
estimula la biosintesis de algunos compuestos fitoquimicos, particularmente
antocianinas que proporcionan una coloracion morada mas intensa a los bulbos
provenientes de semillas almacenadas a baja temperatura (Dufoo-Hurtado y col.,
2013).

Mediante espectrometria de masas, se han identificado algunas antocianinas
derivadas de cianidina presentes en ajo, Dufoo-Hurtado y col. (2013) identificaron
las siguientes compuestos: glucésido 3-O, glucésido 3-O (3”-malonil), glucésido 3-
O-(6”malonil) y glucésido 3-O- (6” malonil acetil) de cianidina (Dufoo-Hurtado y col.,
2013).

Durante el desarrollo de la planta se presenta un cambio en los tipos de
antocianinas, y se han encontrado diferencias cuantitativas asociadas al desarrollo,
aunado al tratamiento de temperatura que se aplique a la semilla. Aquellos bulbos
“semilla” acondicionados a 5°C han generado plantas con mayor contenido de
antocianinas en comparacion con las plantas provenientes de semillas
almacenadas a temperatura ambiente, confirmando que el almacenamiento a 5°C
incrementa la biosintesis de los compuestos durante las etapas de desarrollo de las

plantas y bulbos cosechados (Dufoo-Hurtado y col., 2013).
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Ademas, este acondicionamiento permite disminuir el tiempo de cosecha hasta 6
semanas en comparacion con aquellas semillas acondicionadas a temperatura
ambiente (Dufoo-Hurtado y col., 2013).

Dado que no se ha reportado el efecto de los cambios en el desarrollo del cultivo
como consecuencia del pre almacenamiento de la semilla a bajas temperaturas en
el perfil fitoquimico del ajo, en este trabajo se busca analizar las modificaciones en
la sintesis de compuestos fendlicos , impactando asi en la capacidad antioxidante
de algunos tejidos de ajo como consecuencia del pre almacenamiento de la semilla

a bajas temperaturas.
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2. HIPOTESIS

El almacenamiento del bulbo “semilla” de ajo a baja temperatura induce un
aumento en la sintesis de compuestos fendlicos, flavonoides y capacidad
antioxidante de algunos tejidos de ajo (Allium sativum L.) de la variedad coreano

durante su desarrollo en campo.
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3. OBJETIVOS
3.1 General

Determinar el efecto del almacenamiento de los bulbos “semilla” a baja
temperatura en la produccion de metabolitos secundarios durante el

desarrollo de los bulbos de ajo de la variedad coreano en campo.
3.2 Especificos

Cuantificar los cambios en el contenido de fenoles totales, flavonoides y
actividad antioxidante inducidos por las bajas temperaturas pre-siembra
durante el desarrollo del ajo.

Evaluar el efecto de baja temperatura pre-siembra en el perfil de compuestos
fendlicos en tejidos de hoja y tunica de ajo por HPLC durante el desarrollo
del cultivo.

Correlacionar los cambios en el contenido de compuestos fendlicos con la
capacidad antioxidante en los diferentes tejidos analizados durante el

desarrollo del cultivo.
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4. METODOLOGIA

4.1 Diseno experimental

El disefio experimental utilizado fue unifactorial completamente aleatorizado donde
el factor temperatura de almacenamiento de la semilla se evalué a dos niveles: 5°C
y temperatura ambiente (TA). Se evaluaron las variables: respuesta fenoles,

flavonoides y capacidad antioxidante. En la Figura 8 se muestra de manera grafica

el disefo.
Semillas de ajo
variedad coreano
|
Pre
5°C almacenamiento TA
Sembradas en surcos
al azar
2 réplicas 2 réplicas
Splantas 5plantas
por réolica por réolica
Muestreos de cada
condiciéon
Fenoles Flavonoides DPPH Perfil de compuestos
totales fendlicos por HPLC

Figura 8. Diagrama del disefio experimental.
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4.2 Métodos
4.2.1 Cultivo y toma de muestras

Bulbos “semilla” de ajo variedad Coreano obtenidos de la temporada 2012-2013, se
separaron en dos grupos para almacenarse a temperatura ambiente y 5°C durante
cinco semanas; posteriormente, los bulbos se desgranaron, se seleccionaron de
acuerdo a su peso (5-6 gramos) y se formaron dos conjuntos de 250 dientes para
ser sembrados a doble hilera y 7 centimetros de distancia en un huerto comercial
en Rincén de Romos, Aguascalientes. Las practicas culturales aplicadas fueron las
recomendadas por el Consejo de Ajo de Aguascalientes. Cada mes se tomaron 5
plantas al azar de cada tratamiento y cada una de tres réplicas, las cuales se
llevaron al laboratorio, donde se separaron las tunicas y hojas aéreas, que fueron
congeladas en nitrégeno liquido y se conservaron a -70°C hasta su analisis de
compuestos fendlicos, flavonoides y capacidad antioxidante. Para realizar los

analisis correspondientes se liofilizaron y molieron las muestras.
4.2.2 Extraccion de compuestos fendlicos

La extraccidon de compuestos fendlicos se llevd a cabo de acuerdo al protocolo
descrito por Rivera-Pastrana y col. (2010). Una muestra liofilizada de hoja aérea o
de tunica liofilizada de 0.5 g se homogeneiz6 con 20 ml de metanol al 80%
utilizando un equipo Ultra Turrax- T25 durante 60 s a 8000 rpm. El homogeneizado
se centrifugd por 30 min a 15700 X g a 4°C, el sobrenadante se colect6 y se
considera como extracto metandlico (EM) , el precipitado se re suspendié en 20 ml
de metanol al 80% y se repitié el procedimiento para colectar aproximadamente 30
ml de extracto, el cual se almacen6 a -20°C para la posterior cuantificacion de

fenoles, flavonoides y determinacién de la capacidad antioxidante
4.2.3 Cuantificacién de fenoles totales

La cuantificacion de totales se llevé a cabo utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu,
metodologia que se basa en la reaccion entre los fenoles presentes y el

fosfomolibdato , que se usa como agente oxidante, el resultado es la formacion de
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un complejo de color azul que presenta absorbancia a 760nm. El fundamento del
método es la reaccion de transferencia de electrones y medicion de la capacidad
reductora de la muestra (Kishor, 2005). A 50ul de EM se adicionaron 125ul de
reactivo Folin-Ciocalteu al 1N, se agitd6 durante 5min, se agregaron 625ul de
Na,CO3 al 20%, 950ul de agua destilada y se dejé reposar 30min .La absorbancia
se midié a 760nm en un espectrofotometro UV-VIS Perkin EImer modelo Lambda
40, y los resultados fueron calculados en base a una curva patrén de acido galico, y
fueron expresados en mg equivalentes de acido galico por gramo de muestra en

peso seco (mg acido galico/gps).
4.2.4 Cuantificacion de flavonoides

La cuantificacion de flavonoides se llevo a cabo siguiendo el método de Zhishen y
col. (1999). Los flavonoides pueden reaccionar con las sales de aluminio, plomo y
circonio, produciendo un complejo colorido cuando el compuesto de interés tiene
dos grupos orto-hidroxi fendlicos, un 3 hidroxilo, o un 4 ceto-5 hidroxilo. Con el
cloruro de aluminio, se observara coloracion amarilla (Willow y col., 2011). A 1ml
del extracto metandlico se anadieron 4 ml de agua, 300 pl de NaNO3; al 50% vy se
agité por 5 min, se adicionaron 300 pl de AICI; al 10%, se dejo reposar por 1
minuto, se agregaron 2 ml de NaOH 1M y 2.4 ml de agua destilada. La absorbancia
se leyd a 415 nm en un espectrofotometro UV-VIS y los resultados fueron
calculados en base a una curva patrén de quercetina, y fueron expresados en mg

equivalentes de quercetina por gramo de muestra en peso seco.
4.2.5 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se determiné utilizando el método del DPPH. Este
reactivo es uno de los pocos radicales de nitrégeno organico estable y disponible
comercialmente, tras su reaccion con la muestra, el radical se reduce y el color de
la solucion se desvanece. La reaccion puede ser medida utilizando un

espectrofotometro (Huang y col., 2005)

La reaccion que se lleva a cabo es la siguiente:
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(DPPH)+ HO-R-OH > (DPPH): H+ HO-R-O'
HO-R-O'+ (DPPH)'=> (DPPH):H + O=R=0 (Shahidi, 1997)

A 100 pl del EM se anadieron 3.9 ml de DPPH (absorbancia a 515 nm= 1). La
mezcla de reaccion se dejo reposar por 30 min y la absorbancia se midié a 515 nm
en un espectrofotometro UV-VIS. Los resultados se expresaron en porcentaje de

inhibicion.
4.2.6 Analisis de perfil de compuestos fendlicos por HPLC

Aproximadamente 25 ml de EM se concentraron a 2.5 ml en un equipo rotavapor
Bdchi bafio caliente B-490 a 40°C y 110 rpm, el concentrado se filtr6 en membrana
de nylon de 0.2 um e inyecté a un cromatégrafo de liquidos de alta resolucion
acoplado a un detector de arreglo de diodos, que registré la absorbancia de la
muestra a 280 y 320 nm. Se utilizé un equipo HPLC Waters Alliance 2695 y un
detector de arreglo de diodos Waters 2998 equipado con una columna Symetry Cqg
de 3.5 ym tamafo de particula y de 4.6 x 100 mm de diametro y largo
respectivamente. Para la separacidon se utilizaron dos fases méviles; fase A (agua
grado HPLC-1% acido férmico) y fase B (acetonitrilo 100%) con un gradiente lineal
como se establece en el Cuadro 5. El tiempo de corrida para cada muestra fue de
55 min a un flujo de 0.5 mLmin™, el volumen de inyeccién fue de 20 pl de EM

concentrado.

Cuadro 5. Gradiente de separacion de compuestos fendlicos por HPLC-DAD.

Minuto Flujo (ml/min) %A %B
0 0.5 98 2
50 0.5 100 0
55 0.5 98 2

A= agua grado HPLC-1%acido formico, B= acetonitrilo 100%
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Se realiz6 la identificacion de los compuestos fendlicos individuales mayoritarios
en base al tiempo de retencién y maximos de absorcion UV-VIS. La concentracion

se calculd en base a una curva estandar de acido galico (Anexo A).
4.2.7 Analisis estadistico

Se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) para evaluar el efecto de la
temperatura de almacenamiento de la semilla sobre las variables respuesta y en los
casos en los que resultaron significativos, se realiz6 una prueba de medias de

Tuckey. El analisis se llevd a cabo en el paquete estadistico JMP.
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5. RESULTADOS

Dufoo-Hurtado y col. (2013) reportaron que aquellas plantas procedentes de bulbos
almacenados a 5°C mostraron un ciclo de desarrollo mas corto (158 dias después
de siembra) en comparacion con aquellos bulbos almacenadas a temperatura
ambiente (200 dias después de siembra), lo cual deriva en un tiempo de cosecha
menor con una diferencia de tiempo de 6 semanas aproximadamente. Por lo tanto,
las cuantificaciones y andlisis realizados para las muestras provenientes de
“‘semillas” almacenadas a 5°C difieren dos meses de aquellos resultados

presentados para temperatura ambiente.

5.1 Efecto del acondicionamiento a baja temperatura en el contenido de

fenoles totales

La temperatura de acondicionamiento de la semilla del ajo tuvo un efecto
significativo sobre el contenido de compuestos fendlicos, siendo el tratamiento de
5°C el que mostr6 mayores valores de fenoles totales durante y al final del
desarrollo de los bulbos, aumentando de 3.02+ 03 mg equivalentes de acido
galico/gramo de muestra en peso seco (mg acido galico/gps) a los 44 dias después
de siembra (DDS) hasta 4.81+ 0.89 mg acido galico/gps a los 144 DDS. En
contraste, los valores correspondientes a las muestras derivadas del
almacenamiento a a temperatura ambiente, disminuyeron su concentracion de
fenoles de 2.53+0.52 a los 44 DDS a1.55+ 0.37mg acido galico/ gps a los 206
DDS (Figura9). Cabe mencionar que a los 144DDS unicamente se muestred la

condicién de temperatura de 5°C, siendo ademas, el ultimo muestreo de la misma.

En el tejido de hoja aérea, la temperatura de almacenamiento de la semilla de ajo
no tuvo un efecto significativo sobre el contenido de fenoles totales, sin embargo,
después de los 106 DDS se observaron diferencias entre las muestras
correspondientes a 5°C y TA. Mientras que en plantas derivadas de ajo
almacenado a temperatura ambiente se cuantificaron alrededor de 2mg acido
galico/gps, en las muestras derivadas de 5°C se cuantificaron 7mg acido
galico/gps.
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Figura 9. Contenido de fenoles totales (mg acido galico/g de muestra en peso seco,
gps) en tunica de ajo del acondicionamiento a 5°C y temperatura ambiente (TA)
durante el desarrollo (dias después de siembra,DDS) Cada barra representa la

media de las réplicas + el error estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas. (p<0.05) entre tratamientos.

A los 129 dias después de siembra, las hojas de ajo con acondicionamiento a 5°C,
presentaron la menor cantidad de compuestos fendlicos, 3.69 + 0.46 mg acido
galico/gps, disminuyendo casi por mitad comparado con los contenidos logrados a
los 78 DDS, de 6.66 + 1.59 mg acido galico/gps. Por su parte, para el tratamiento
TA, se observd un descenso de 7.89+ 0.52 a 6.45+ 0.67 mg acido galico/gps de

inicio al fin del desarrollo (Figura 10).
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Figura 10. Contenido de fenoles totales (mg acido galico/g de muestra en peso
seco, gps) en hoja aérea de ajo del acondicionamiento a 5°C y temperatura
ambiente (TA) durante el desarrollo (dias después de siembra, DDS) Cada barra
representa la media de las réplicas + el error estandar. Letras diferentes indican
diferencias significativas. (p<0.05) entre tratamientos.

5.2 Efecto del acondicionamiento a baja temperatura en el contenido de

flavonoides

El contenido de flavonoides (mg quercetina/gramo de peso seco, gps) en tunicas de
ajo de muestras provenientes de semillas acondicionadas a 5°C y TA durante el
desarrollo de las plantas en campo se muestran en la Figura 11. A los 44 y 78 DDS
los valores promedio son de 1.2 + 0.03, no mostrando diferencias significativas
para la “semilla”, sin embargo, a los 106 y 129 DDS las muestras de 5°C mostraron
mayor contenido de flavonoides que las de TA, presentando mayor diferencia a los
129 DDS.
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Figura 11. Contenido de flavonoides (mg quercetina/g de muestra en peso seco,
gps) en tunica de ajo del acondicionamiento a 5°C y temperatura ambiente (TA)
durante el desarrollo (dias después de siembra,DDS) Cada barra representa la
media de las réplicas + el error estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas. (p<0.05) entre tratamientos.

El contenido de flavonoides en hoja aérea se muestra en la Figura 12. No se
observd un efecto general debido al acondicionamiento de temperatura, sin
embargo, a partir de los 78 dias después de siembra, a los cuales el promedio del
contenido de flavonoides es de 7.95 + 0.31mg quercetina/gps y hasta los 106,
donde el contenido promedio es de 5.10 + 0.17 mg quercetina/gps , se observo que
los tratamientos mostraron diferencias entre si, siendo este efecto transitorio, ya

que a los 129 DDS no se encontraron diferencias

En plantas derivadas del acondicionamiento a 5°C, los valores indicaron una
tendencia decreciente desde los 78 DDS de 7.6+ 043 a 4.85+ 0.49 mg

quercetina/gps. A excepcién de los 106 DDS, los niveles de flavonoides fueron
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mayores para la condicion de TA, en la cual, el contenido fue desde 8.26 + 0.31 a
5.53+ 0.3307mg quercetina/gps.

mg quercetina/gps

78 106 129 156
DDS

TA
B 5°C

Figura 12. Contenido de flavonoides (mg quercetina/g de muestra en peso seco,
gps) en hoja aérea de ajo del acondicionamiento a 5°C y temperatura ambiente
(TA) durante el desarrollo (dias después de siembra, DDS).Cada barra representa
la media de las réplicas + el error estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas. (p<0.05) entre tratamientos.

5.3 Efecto del acondicionamiento a baja temperatura sobre la capacidad
antioxidante

La capacidad antioxidante en tunicas de ajo se vio significativamente afectada por
la temperatura a la que se almacenaron las semillas. Este efecto se presentd

después de los 78 DDS y hasta la cosecha.

Para las tunicas de plantas derivadas de “semillas” a 5°C, los porcentajes de

inhibicion fueron mayores a los obtenidos para el tratamiento a TA, y mostraron un
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incremento de 8.05 + 1.03 a 13.04 + 1.10 %., en comparacién a los de TA, que
disminuyeron de 7.28 + 1.27 a 6.20+ 1.89 % (Figura 13).
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Figura 13. Capacidad antioxidante (% de inhibicién) en tunica de ajo del
acondicionamiento a 5°C y temperatura ambiente (TA) durante el desarrollo (dias
después de siembra, DDS).Cada barra representa la media de las réplicas + el
error estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas. (p<0.05) entre
tratamientos.

La capacidad antioxidante en hoja aérea no se vio significativamente afectada por
la temperatura a la que se almacenaron las semillas, sin embargo, a partir de los
106 DDS, se pudieron observar diferencias entre los tratamientos de temperatura

de acondicionamiento de la semilla.

Para el acondicionamiento a 5°C, los valores mostraron un valor maximo de
porcentaje de 18.78+ 0.05 a los 106 DDS, mientras que para el tratamiento TA, los
porcentajes se vieron disminuidos de 17.07 + 0.01 a 13.43 + 0.01 de los 78 DDS a
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la cosecha. A excepcion del muestreo a los 106 DDS, los porcentajes de inhibicién

fueron mayores para la condicién de TA (Figura14).
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Figura 14. Capacidad antioxidante (% de inhibicién) en hoja aérea de ajo del
acondicionamiento a 5°C y temperatura ambiente (TA) durante el desarrollo (dias
después de siembra, DDS).Cada barra representa la media de las réplicas + el
error estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas. (p<0.05) entre
tratamientos.

En el Cuadro 6 se observan las correlaciones entre contenido de fenoles totales y
flavonoides con la capacidad antioxidante obtenida para los tejidos de tunica y hoja
aérea de ajo, de plantas derivadas de bulbos de ambas temperaturas de

acondicionamiento de su “semilla”.

En el tejido de tunica se encontr6 una mayor correlacion de la capacidad
antioxidante con los compuestos fendlicos que con los flavonoides, obteniéndose

un maximo de 0.46 para las muestras a 5°C.
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Por otro lado, en hoja aérea las correlaciones fueron menores que las que se
observaron en el tejido de tunica, y ademas la correlacion con los compuestos

fendlicos mostré un mayor valor en la condicidn de temperatura ambiente.

Cuadro 6. Valores de correlacion entre fenoles y flavonoides respecto a la
capacidad antioxidante en tunica y hoja aérea de ajo acondicionado a 5°C y TA.

TUNICA

FENOLES TOTALES FLAVONOIDES
TA 0.1255 0.0167
5°C 0.4658 0.2999

HOJA AEREA

FENOLES TOTALES FLAVONOIDES
TA 0.3313 0.0141
5°C 0.047 0.0556

5.4 Efecto del acondicionamiento a bajas temperaturas en el perfil de

compuestos fendlicos por HPLC

Se analizaron plantas derivadas de ambas condiciones de temperatura de
almacenamiento. Las Figuras 15 y 16 muestran los cromatogramas obtenidos de
los extractos metandlicos de las tunicas de ajo. Se observaron 6 picos de interés
con tiempos de retencion descritos en el Cuadro 7, en este mismo cuadro se
detallan los tiempos de retencién (TR), las longitudes de onda de maxima absorcién

(Amax ) @si como el area bajo la curva de cada pico.

Analizando el espectro de absorcién de dichos picos se pudo observar que el pico 1
con TR de 16.9 min presenté dos maximos de absorcion a A de 239 y de 329 nm, el
pico 2 con TR de 17.65 mina A=290y 312 nm y el pico 3 con TR de 18.62 min
presentd maximos de absorcion a Anax=238 y 322 nm; estos picos se encontraron
unicamente en las tunicas provenientes de semillas acondicionadas a 5°C y en las
plantas de 106 y 129 DDS. De acuerdo con el espectro UV-VIS el pico numero 3 se

identific6 como acido ferulico, ya que mostré valores de absorcion a 238 y 322 nm,
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coincidiendo con los maximos observados en el espectro del compuesto estandar
(Anexo 2).

Los picos 1(Amax=239,329), 2 (Amax=290,312) y 3(Amax=238 y 322), se encontraron
unicamente a los 106 y 129 DDS, especificamente en las tunicas provenientes de
semillas acondicionadas a 5°C. De estos 3 picos, de acuerdo con el espectro UV-
VIS correspondiente al numero 3, se identificé acido ferulico, que mostré maximos
de absorcién a 238 y 322 nm, coincidiendo con los maximos observados en el
espectro del compuesto estandar (Sigma Aldrich) (Anexo B). Mientras que
considerando las areas bajo la curva , la de los picos 1 y 3 aumentaron de
3.63E+04 a 9.54E+04 pV*seq, y de 9.45E+04 a 2.87E+05 puV*seg respectivamente
de los 106 a los 129 DDS, mientras que para el pico 2 el area disminuyd de
6.33E+04 a 5.59E+04 yV*seg (Cuadro 7).

Por otro lado, el pico 4 con TR de 23.69 min presentd un maximo de absorcion a A=
233 nm, el pico 5 con TR de 24.49 min un maximo a A=240.3 nm; estos picos se
encontraron en plantas derivadas de ambas temperaturas de acondicionamiento y
con 78, 106 y 129 DDS; finalmente el pico 6 con TR de 26.16 min presentd un
maximo de absorbancia a A=262 nm y se presentd solo en plantas derivadas de
ajos acondicionados a 5°C con 78 y 106 DDS pero no en plantas de 129 DDS;
mientras que en plantas derivadas del almacenamiento a TA solo se pudieron
identificar en plantas de 106 y 129 DDS.

El Cuadro 7 muestra las areas bajo la curva de los picos de interés a través del

desarrollo de las plantas en campo (78, 106, y 129 DDS).

El pico numero 4, de la condicion de TA mostré un decremento en el area desde
6.66E+04 a 3.89E+05 pV*seg, mientras que a temperatura de 5°C se observd un
incremento de areas desde 1.38E+05 a 6.02E+05 pV*seg para el tejido de hoja
aérea. Para el pico numero 5 se observé un comportamiento parecido al 4, ya que
para TA, el area disminuyd de 4.67E+05 a 5.45E+04 pV*seg, en contraste con la
condicion de 5°C, en la cual aument6 de 5.25E+05 a 7.06E+04 pyV*seg. Por ultimo,

el pico 6 se encontré a partir de los 78 DDS en muestras de temperatura de 5°C y
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en adelante en ambas condiciones hasta los 129 DDS, observandose que de la
misma manera que para los picos 4 y 5, en 5°C se observd un incremento de area
de 2.83E+04 a 7.58E+04 pV*seg y para TA disminuyé de 9.22E+03 a 7.67E+04
MV*seg (Cuadro 5).

Las concentraciones no pudieron ser calculadas debido a que no se contaban con

los estandares y los niveles encontrados fueron muy bajos.
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Figura 15. Perfil de compuestos fendlicos obtenido por cromatografia de liquidos de
alta resolucion (HPLC-DAD) de tunica de ajo a temperatura ambiente a los 129
DDS.
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Figura 16. Perfil de compuestos fendlicos obtenido por cromatografia de liquidos de
alta resolucion (HPLC-DAD) de tunica de ajo pre almacenada a 5°C a los 129 DDS.
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Cuadro 7. Picos de compuestos fendlicos obtenidos por cromatrografia de liquidos
de alta resolucién (HPLC-DAD) en muestras de tunica de ajo durante el desarrollo.

Tiempo
Abs. )
Pico de Muestra DDS Maxima Area
retencion (MV*seq)
(nm)
(min)

1 16.9 5C 106 239,329 | 3.63E+04
5C 129 9.54E+04

2 17.65 5C 106 290,312 | 6.33E+04
5C 129 5.59E+04

3 18.62 5C 106 238,322 | 9.45E+04
5C 129 2.87E+05

4 23.69 TA 78 232.58 | 6.66E+04
5C 78 1.38E+05

TA 106 6.45E+04

5C 106 2.36E+05

TA 129 3.89E+05

5C 129 6.02E+05

5 24.49 TA 78 240.3 4 67E+05
5C 78 5.25E+05

TA 106 4 58E+05

5C 106 2.36E+05

TA 129 5.45E+04

5C 129 7.06E+04

6 26.16 5C 78 261.95 | 2.83E+04
TA 106 9.22E+03

5C 106 4.84E+04

TA 129 7.67E+04

5C 129 7.58E+04

TA: acondicionamiento a temperatura ambiente, 5C: acondicionamiento a 5°C,

DDS: dias después de siembra.
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En los cromatogramas obtenidos de los extractos metandlicos de las muestras de
hoja aérea de las plantas de ajo, se identificaron los picos presentes a través de los
DDS para las condiciones de temperatura de almacenamiento de la semilla a TA
(Figura 17) y 5°C (Figura 18).

Para este tejido, se identificaron 7 picos, los cuales fueron cuantificados mediante
una curva estandar de acido galico (Anexo A), compuesto utilizado debido a que
fue uno de los estandares disponibles y a que es uno de los compuestos fendlicos
reportados presentes en ajo. De estos picos, el mas abundante fue el numero 11
(TR=10.78min, Anax=254,323 nm), con un maximo de concentracién de 9.68mg
equivalentes de acido galico/g de muestra en peso seco*100 a los 78DDS para la
condicion de 5°C, mientras que los picos menos abundante fueron el 7 (TR=
5.54min, Amax 233,296nm) y el 10 (TR= 10.54min, Anax=234,265, 319nm), los cuales
se encontraron trazas a través del desarrollo. Se identificé el pico 9 como
quercetina de acuerdo con el espectro UV-VIS extraido del cromatograma, que
mostr6 maximos de absorcién a 254 y 366 nm, los cuales coinciden con los
maximos observados en el espectro del compuesto estandar (Sigma Aldrich)
(Anexo B).

Es notorio, que para el acondicionamiento a 5°C, la mayoria de los picos
presentaron mayores concentraciones durante el desarrollo, siendo el pico 12
(TR=12.21min, Anax=265,323nm) el mas abundante para esta condiciéon con 9.51

mg equivalentes de acido galico/g de muestra en peso seco*100 a los 106 DDS.

Los picos correspondientes al tejido de hoja aérea, presentaron tiempos de
retencion menores que los correspondientes a los picos en tunicas de ajo, y
mientras que para tunica las concentraciones fueron muy bajas para su

cuantificacion, para hoja aérea los picos fueron cuantificables (Cuadro 8).
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Figura 17. Perfil de compuestos fendlicos obtenido por cromatografia de liquidos de
alta resolucion (HPLC-DAD) en muestra de hoja aérea de ajo a temperatura
ambiente a los 78 DDS.
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Figura 18. Perfil de compuestos fendlicos obtenido por cromatografia de liquidos de
alta resolucion (HPLC-DAD) en muestra de hoja aérea de ajo pre almacenada a
5°C alos 78 DDS.
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Cuadro 8. Picos de compuestos fendlicos obtenidos por cromatrografia de liquidos
de alta resolucion (HPLC-DAD) en muestras de hoja aérea de ajo durante el

desarrollo.
Tiempo Abs. ' Concentracion
Pico de Muestra DDS Maxima Area (PIEE2 52 dctdo galico
retencion (WV*seq) e
(min) (nm) 100)
7 5.54 TA 78 233,296 2.41E+05 ND
5C 78 5.92E+05 ND
TA 106 1.04E+06 ND
5C 106 5.25E+05 ND
TA 129 1.54E+06 ND
5C 129 8.36E+05 ND
8 8.81 TA 78 265,316,340 | 6.66E+06 16.9647
5C 78 6.56E+06 17.6373
TA 106 2.57E+06 3.4183
5C 106 1.88E+06 3.7896
TA 129 2.20E+06 3.1096
5C 129 1.73E+06 1.5914
9 9.64 TA 78 254,366.6 | 3.35E+06 7.0541
5C 78 2.69E+06 5.3615
TA 106 1.93E+06 2.0247
5C 106 2.11E+06 4.7617
TA 129 3.25E+06 5.8010
5C 129 3.71E+06 5.9342
10 10.54 TA 78 234,265,319 | 1.50E+06 ND
5C 78 8.37E+05 ND
TA 106 7.72E+05 ND
5C 106 7.71E+05 ND
TA 129 6.32E+05 ND

36




Cuadro 8. Picos de compuestos fendlicos obtenidos por cromatrografia de liquidos
de alta resolucion (HPLC-DAD) en muestras de hoja aérea de ajo durante el
desarrollo (Continuacion).

Tiempo

Abs. ) Concentracion
Pico de Muestra DDS Maxima Area (L2 fcido galico
retencion (WV*seq) e
(min) (nm) 100)
11 10.78 TA 78 254,323 | 5.32E+06 12.9482
5C 78 5.76E+06 15.0941
TA 106 3.44E+06 5.3221
5C 106 4.26E+06 14.0482
TA 129 3.85E+07 9.6850
12 12.21 TA 78 265,323 | 3.26E+06 6.7752
5C 78 3.94E+06 9.3230
TA 106 2.80E+06 3.9345
5C 106 3.21E+06 9.5150
TA 129 3.64E+06 6.8138
5C 129 3.01E+06 4.3926
13 12.22 TA 78 248,329 | 1.99E+06 2.9627
5C 78 2.55E+06 4.9059
TA 106 2.00E+06 2.1695
5C 106 2.15E+06 4.9565
TA 129 2.76E+06 4.5461
5C 129 1.75E+06 1.6505

TA: acondicionamiento a temperatura ambiente, 5C: acondicionamiento a 5°C,

DDS: dias después de siembra, ND: trazas PS: Peso seco.
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6. DISCUSION

Dufoo-Hurtado y col. (2013) reportaron que aquellas plantas procedentes de bulbos
almacenados a 5°C mostraron un ciclo de desarrollo mas corto, lo cual deriva en un
tiempo de cosecha menor con una diferencia de tiempo de 6 semanas
aproximadamente. Por lo tanto, las cuantificaciones y analisis realizados para
muestras provenientes de “semillas” almacenadas a 5°C difieren dos meses de

aquellos resultados presentados para temperatura ambiente.

6.1 Efecto del acondicionamiento a baja temperatura en el contenido de

fenoles totales

La temperatura de acondicionamiento de las semillas tuvo un efecto significativo
sobre los niveles de fenoles totales obtenidos en tunicas de ajo, reflejandose en
mayores contenidos para 5°C que para TA. Esto se debe a que el frio impacta en el
metabolismo de los compuestos fendlicos, promoviendo su biosintesis durante el

crecimiento de la planta en campo, como lo reportan Dufoo- Hurtado y col. (2013).

La enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) es considerada como la principal enzima
en la ruta de los fenilpropanoides, catalizando la transformaciéon por desaminacion
de la _-fenilalanina en acido trans-cinamico, que es el intermediario primario en la
biosintesis de fenoles. Esta enzima incrementa su actividad en respuesta al estrés
térmico y es considerada por varios autores (Kacperska y col, 1992), (Levine y col.,
1994) como una de las principales vias de aclimatacion de las plantas contra el

estrés (Rivero y col., 2001).

El contenido de fenoles totales obtenidos en muestras provenientes de dientes
“semilla” almacenados a 5°C y TA fue similar a lo reportado por Dufoo y col. (2013);
a los 129 DDS, las tunicas de plantas provenientes de 5°C presentaron un
contenido promedio de 3.78 + 0.56 y 2.87+0.10 mg acido galico/g de muestra en
peso seco respectivamente. Dufoo y col., reportaron que a los 122 DDS para la
condicion de 5°C, el contenido fue de 3.24 + 0.02, y a TA 2.61 + 0.019 mg acido

galico/g de muestra en peso seco. Sin embargo, en contraste con estos autores,
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quienes reportan una tendencia de decremento de los compuestos fendlicos a
través del desarrollo de cultivo, los resultados (Figura 7) mostraron que para el
acondicionamiento 5C se obtuvo un incremento total de 1.79 mg acido galico/g de
muestra en peso seco. Probablemente se deba a que ademas de condiciones de
estrés, hay diferentes factores ambientales que pueden provocar un alza en el
metabolismo de los fenilpropanoides y en la cantidad de compuestos fendlicos
(Michalak, 2006), como podria ser la temperatura del ambiente, de acuerdo con
Ibrahim y col. 2011). Con respecto a este factor, el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuaria (2013), reporta el monitoreo del
clima de las estaciones cercanas al huerto donde se sembraron las semillas, y para
el desarrollo de los ajos utilizados para este estudio, se acumularon mas horas de
frio durante el crecimiento en comparacion con las horas de frio a las cuales
estuvieron expuestas los ajos para los cuales reporta Dufoo y col. (2013) los

valores mencionados.

En comparacion con Bozin y col. (2008), que reportan valores de 0.98+ 0.004 mg
de acido galico/g de muestra en peso seco, para extractos preparados a partir de
ajo secado por aire, los contenidos de fenoles totales obtenidos para tunicas fueron
superiores en todo el desarrollo y a ambas temperaturas, mientras que Beato y col.
(2011), reportan un rango de 3.4-10.8 mg de acido galico/g de muestra en peso

seco para cuatro cultivos de tipo blanco y dos de tipo chino.

Respecto al tejido de hoja aérea, se pudo observar que los valores
correspondientes a compuestos fendlicos totales, fueron mayores que los
resultados obtenidos para tunicas. Esto se debe probablemente a que las hojas son
un tejido fotosintético, y por lo tanto la energia radiante es un factor ambiental de
gran importancia. Zhao y col., (2002), reportan que a ciertos rangos de densidad
de flujo de fotones, incrementa la absorcion de éstos por la clorofila, resultando en
un aumento de la fijacion de CO,. Sin embargo, cuando las hojas presentan esta
absorcion, excediendo su capacidad de utilizarlos, se generan especies reactivas
del oxigeno, la cuales oxidan algunas moléculas causando dafo foto-oxidativo.

Algunos compuestos fendlicos naturales en las plantas, son efectivos antioxidantes
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enddgenos, que pueden remover a las especies reactivas de oxigeno. Por lo tanto,
la sintesis de estos compuestos en las hojas de la planta se da como defensa a las

especies ya mencionadas.

La temperatura de acondicionamiento de la semilla no tuvo un efecto significativo
sobre el contenido de fenoles totales en el tejido de hoja. Sin embargo, a los 106 y
129 DDS se pudo observar que hubo diferencias entre los tratamientos de
temperatura. Esto podria deberse al efecto del fotoperiodo. Los ajos fueron
sembrados en invierno, temporada en la cual las noches son largas y los dias
cortos, y fueron cosechados en marzo (aquellos que fueron acondicionados a 5°C)
y mayo (TA), meses en los cuales, al irse acercando el verano, las noches
comienzan a ser mas cortas y los dias largos, lo cual podria estar influenciando el
cambio significativo en los niveles de compuestos fenodlicos. Dufoo- Hurtado y col.
(2013), reportan que la biosintesis de compuestos fendlicos podria estar controlada
por el fotoperiodo, y por otro lado, del Pozo y col. (2005) reportan que fotoperiodos
largos son de gran importancia para los procesos vegetativos y reproductivos en

ajo.

Para ambas temperaturas de acondicionamiento de la semilla se observé una
tendencia de disminucién en el contenido de compuestos fendlicos, lo cual podria
ser atribuido a la senescencia de las hojas. Merzlyak y col. (1994) reportan que las
hojas en este estado retienen solo parcialmente su potencial de defensa contra las

especies reactivas del oxigeno.

6.2 Efecto del acondicionamiento a baja temperatura en el contenido de

flavonoides

La temperatura de acondicionamiento de las semillas tuvo un efecto significativo
sobre el contenido de flavonoides en tunicas de ajo, reflejandose en mayores
valores para 5°C. Esto es debido a que los flavonoides, al ser compuestos fendlicos
y metabolitos secundarios, se ven influenciados por la temperatura. De acuerdo con
Winkel-Shirley (2002), la acumulacion de flavonoides rojos o morados es una

marca de estrés en las plantas.
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Mientras que para la condicién de temperatura ambiente la cantidad de flavonoides
disminuyo durante el desarrollo, para la condicién de 5°C se observé un incremento
hasta los 129 DDS. Ghasemzadeh y col. (2011) reportan que el estrés por frio
tiende a elevar los niveles de flavonoides, siendo sintetizados por la via de los

fenilpropanoides, y utilizando la fenilalanina como componente de partida.

Los valores de flavonoides obtenidos pueden ser comparados con los reportados
por Bozin y col. (2008), quienes reportan 6.99 + 0.01ug quercetina/g de muestra en
peso seco para ajo secado por aire, pudiendo remarcar que en este trabajo, se
obtuvieron para ambas condiciones de almacenamiento de semilla y durante las

etapas de desarrollo del cultivo, contenidos mayores.

Para el tejido de hoja aérea, los valores presentados fueron hasta 80% mayores
que para los de tunicas de ajo. De acuerdo con Winkel-Shirley (2009,
recientemente se ha sugerido que estos compuestos proveen a las hojas
proteccién al dafio foto-oxidativo, permitiendo de este modo la recuperacion de

nutrientes durante la senescencia.

Para ambas condiciones de temperatura de almacenamiento de la semilla, se
observd un decremento en el contenido de flavonoides a través del desarrollo del
cultivo, tendencia que es mas visible para 5°C. Pourcel y col. (2007), mencionan
que los flavonoides pueden ser oxidados a sus correspondientes semiquinonas y
quinonas por enzimas como la polifenol oxidasa y peroxidasa. La oxidacion no
enzimatica de los flavonoides, como auto oxidacién y oxidacién quimica, pueden
también dar paso a la formacion de compuestos quinoidales. Estas actividades se
inducen durante el desarrollo de la semilla y de la planta, ademas también por
estrés ambiental. Este complejo modo de accion es regulado a diferentes niveles,

involucrando desde mecanismos transcripcionales hasta post traslacionales.
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6.3 Efecto del acondicionamiento a baja temperatura sobre la capacidad

antioxidante

La capacidad antioxidante en tunicas de ajo después de los 78 DDS y hasta la
cosecha se vio significativamente afectada por la temperatura a la que se

almacenaron las semillas.

Las semillas de ajo acondicionadas a 5°C, presentaron mayores porcentajes de
inhibicion y mostraron un incremento durante el desarrollo de -cultivo, en
comparacion con las semillas acondicionadas a TA, cuyos porcentajes de inhibicion

mostraron un decremento.

Respecto al tejido de hoja aérea, se observé hasta un 40% mayor capacidad
antioxidante en comparacion con tunicas de ajo, comportamiento que se observo
también en el contenido de fenoles totales y flavonoides. Kirakosyan y col. (2003)
mencionan que los tratamientos de estrés pueden aumentar los niveles de
metabolitos secundarios importantes, y por lo tanto las capacidades antioxidantes

en hojas de las plantas.

La capacidad antioxidante encontrada en este trabajo puede ser comparada con
los resultados de Bozin y col. (2008), quienes reportan un valor de ICs, de
4.41mg/ml para extractos metandlicos de ajo secado por aire, y respecto a los

cuales, la capacidad antioxidante de ambos tejidos fue menor.

Ademas también se pudo ver una disminucién del porcentaje de inhibicion durante
el desarrollo del cultivo, lo cual, como ya se mencioné antes pudo deberse a la

senescencia del tejido.

En el tejido de tunica se encontr6 una mayor correlacion de la capacidad
antioxidante con los compuestos fendlicos que con los flavonoides, y ademas, se
observod una tendencia creciente en la correlacion con ambos contenidos, mientras
que en hoja aérea las correlaciones fueron menores que las que se observaron en
el tejido de tunica, y ademas la correlacion con los compuestos fendlicos mostré un

mayor valor en la condicién de temperatura ambiente.

42



Se ha encontrado que las plantas pertenecientes a la familia Allium, poseen
propiedades antioxidantes, en especial los ajos y sus diferentes extractos.
Pennycoke y col. (2005), reportan que existe una relacion lineal entre los
compuestos fendlicos presentes y la capacidad antioxidante de plantas aclimatadas
al frio, sin embargo también mencionan que puede existir alguna interaccion de la
capacidad antioxidante y otros mecanismos durante la aclimatacion. Otros
metabolitos enddégenos, como los azucares solubles podrian estar jugando un rol

en mediar el estrés.
6.4 Analisis de perfil de compuestos fendlicos por HPLC-DAD

En los cromatogramas obtenidos de los extractos metandlicos de las muestras de
tunica de ajo, se identificaron los picos presentes a través del desarrollo del cultivo
para las condiciones de temperatura de almacenamiento de la semilla a TA y
5°C.Los picos 1 (TR= 16.9 min, Anax=239 y 329 nm), 2 (TR= 17.65, Anax=290,312) y
3 (TR=18.62 min, Anax=238, 322.3 nm), se encontraron unicamente a los 106 y 129
DDS, especificamente en las tunicas provenientes de semillas acondicionadas a
5°C. La presencia de estos picos unicamente en la condicidon de baja temperatura
podria indicar respuesta de la planta al estrés por frio, como lo reportan Kaplan y
col. (2007), quienes mencionan que la habilidad de las plantas para sobrevivir y
recuperarse de condiciones de estrés es una funcién de mecanismos basales y
adquiridos. Este proceso se conoce como aclimatacion al frio, e involucra la
activacion de cambios moleculares, fisioldgicos y bioquimicos, dentro de los cuales

se encuentran los cambios en la composicion de metabolitos.

De estos 3 picos, presentes exclusivamente en la condiciéon 5°C, de acuerdo con el
espectro UV-VIS correspondiente al numero 3, se identificé el compuesto como
acido ferulico, con maximos de absorcién a 238 y 322 nm, coincidiendo con los
maximos observados en el espectro del estdandar inyectado y ademas con el
espectro de absorcion UV-VIS reportado por Mathew y col. (2008), para una

solucién de acido ferulico en etanol.

43



Los picos 4 (TR= 23.69 y Anax=232.58), el 5 (TR=24.49 min y Anax=240.3) y el pico 6
(TR=26.16 min y Anax=262) se encontraron constantes de los 78 a los 129 DDS en
las muestras de ambas temperaturas de acondicionamiento, y mostraron una
tendencia clara en la cual para la condicibn de TA, las areas de los picos
presentaron un decremento a través del desarrollo mientras que para la condicion
de 5°C, los picos incrementaron sus areas. Como se menciond previamente, el
estrés por frio induce a la acumulacion de compuestos fendlicos en la planta
activando su biosintesis e inhibiendo su oxidacion, lo cual es un mecanismo de

aclimatacién, de acuerdo con Rivero y col. (2001).

Para el tejido de hoja aérea, se identificaron 7 picos, de entre los cuales, de
acuerdo con el espectro de absorcion UV-VIS del pico 9, se puede sugerir que el
compuesto al que pertenece es quercetina, flavonol que muestra maximos de
absorcion a 254 y 366 nm, los cuales coincidieron con los maximos observados en
el espectro UV-VIS del estandar inyectado y con los espectros UV-VIS reportados

para este flavonoide por Yao y col. (2004).

Se pudo observar, ademas, que para el acondicionamiento a 5°C, la mayoria de los
picos presentaron mayores hacia el final del desarrollo. Esto se debe a que el frio
impacta en el metabolismo de los compuestos fendlicos, promoviendo la biosintesis

de compuestos fendlicos durante el crecimiento de la planta en campo.

Los valores de concentracion obtenidos para hoja aérea fueron superiores a los
obtenidos para tunicas de ajo, en las cuales los compuestos se encontraron en
cantidades trazas. Esto se debe probablemente a que las hojas son un tejido
fotosintético, y que como ya se habia mencionado, algunos compuestos fendlicos
naturales en las plantas son efectivos antioxidantes endogenos, que pueden
remover a las especies reactivas de oxigeno. Por lo tanto, la sintesis de estos
compuestos en las hojas de la planta se da como defensa a las especies ya

mencionadas (Zhao y col., 2002).
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7. CONCLUSIONES

Se determino el efecto del acondicionamiento de la semilla a baja temperatura en la
produccion de metabolitos secundarios durante el desarrollo de ajo variedad
Coreano, siendo la condicion de 5°C la que presentd6 mayor cantidad de
compuestos fendlicos, flavonoides y por lo tanto una mayor actividad antioxidante
en el tejido de tunica en comparacion con las plantas provenientes de semillas que
fueron almacenadas a temperatura ambiente. Por otro lado, en hoja aérea, este
acondicionamiento no tuvo un efecto claro sobre el contenido de estos metabolitos

secundarios durante el desarrollo de la planta.

La correlacidon entre la capacidad antioxidante y los compuestos fendlicos
observada en tunica fue mayor que la obtenida con los flavonoides. Sin embargo,
en este tejido ambos valores fueron superiores para la condicion de temperatura de
5°C respecto a temperatura ambiente. Por otro lado la hoja aérea presenté menor
correlacion entre capacidad antioxidante con fenoles totales y flavonoides en
comparacion con tunica, encontrandose ademas un mayor valor para la condicion

de temperatura ambiente en el caso de compuestos fendlicos.

El perfil de compuestos fendlicos en tunica de ajo, obtenido por cromatografia de
liquidos de alta resolucion también se vio modificado por la baja temperatura, en el
cual se observaron cambios composicionales y también en las areas de los picos,
observandose asi una mayor cantidad de compuestos fendlicos en las tunicas
provenientes de semillas almacenadas a 5°C, mientras que en el tejido de hoja

aérea, este efecto de la temperatura en el perfil no fue perceptible.

En conclusion, el almacenamiento del diente “semilla” de ajo a baja temperatura
induce un aumento en la sintesis de compuestos fendlicos, flavonoides y capacidad
antioxidante de tunicas y hojas aéreas de ajo (Allium sativum L.) variedad Coreano
durante su desarrollo en campo y en la cosecha, sintesis que sucede como
respuesta de aclimatacion a la condicién de estrés por frio en la cual se encuentra

esta semilla al ser acondicionada a 5°C
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ANEXOS

Anexo A. Curva de calibracién de acido galico en HPLC-DAD para cuantificacion de

mg acido galico/gps

Cuadro A.1.Concentraciones utilizadas para realizar curva estandar de acido galico.

Concentracion de acido galico (mg/pl)

Area del pico (uV*seg)

0 0
0.01 911490
0.02 3769017
0.05 9908144
0.1 17034937
0.2 32260332
0.5 72238097
80000000
y = 1E+08x + 1E+06
70000000 R2=0.9963
[®))
j% 60000000
= 50000000
@]
-2 40000000
3 30000000
®
)]
£ 20000000
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Figura A.1. Curva de Calibracion de acido galico.
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Anexo B. Espectros UV-VIS de los compuestos acido ferulico y quercetina
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Figura B.1. Espectro UV-VIS de compuesto estandar de acido ferulico, AU=
unidades de absorbancia.
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Figura B.2. Espectro UV-VIS de compuesto estandar de quercetina, AU= unidades

de absorbancia.
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