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Resumen:

La cebolla se cultiva y consume en todo el mundo, por su sabor y sus propiedades
benéficas para la salud. En esta tesis se caracterizo la variabilidad genética, el tipo de
segregacion y nimero de genes involucrados, y la heredabilidad (H?) de caracteres de
interés agronodmico y nutricional y/o funcional en cebolla, incluidos el contenido de solidos,
compuestos azufrados, fenolicos y carbohidratos, la pungencia, y la actividad
antiplaguetaria in vitro (AAIV). Se determinaron valores de H? y correlaciones entre los
caracteres evaluados en 22 poblaciones segregantes F,. Se obtuvo alta variabilidad y
valores medios a altos de H? para los caracteres estudiados sugiriendo que gran parte de la
variacion observada es heredable. La existencia de correlacion positiva y significativa entre
tiosulfinatos y AAIV sugiere que los compuestos organoazufrados estan involucrados en la
AAIV de la cebolla.

Se evalué el contenido de compuestos azufrados y fenolicos y las propiedades
antiplaquetarias y antioxidantes en seis hortalizas de alidceas. Los resultados sugieren que
los compuestos azufrados y fendlicos influyen en forma diferencial sobre las actividades
antiplaquetarias y antioxidantes de aliaceas.

Se desarrollaron marcadores moleculares microsatélites y se evalud la transferibilidad hacia
otras especies de aliaceas como también el nivel de polimorfismo en cebolla, ajo y 2
poblaciones segregantes de cebolla. Estos marcadores seran de utilidad para el mapeo
genético de los caracteres antes mencionados.

Finalmente, se puso a punto una técnica ampliamente usada para determinar piruvato en
alidceas, un indicador de la pungencia y el contenido de compuestos azufrados. Se
detectaron y cuantificaron errores en el método tradicional para medicion de piruvato y se
identificaron como fuentes de error interferencias con pigmentos presentes en cebollas
coloreadas, como quercetina y antocianos.

Se espera que los resultados alcanzados en esta tesis contribuyan al mejoramiento genético
de cebolla y otras aliaceas y a su aprovechamiento como alimentos funcionales.
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Abstract:

Onion is consumed and cultivated worldwide, mainly due to its particular taste and also for
its beneficial properties. In this thesis the genetic variability, segregation, number of genes
responsible for each character and the broad sense heritability of soluble solids, total solids,
sulfur, phenolic and carbohydrate compounds, pungency and antiplatelet activity in onion.
Broad sense heritability and correlation among characters was determinated in 22 onion F;
populations. Medium to high values of heritability were obtained indicating that much of
the phenotypic variability is explained by genetic differences. The statistically significant
and positive correlations between AAIV and thiosulfinates suggest that these sulfur
compounds are involved in onion antiaggregatory effects.

The sulfur and phenolic content and the antioxidant and antiplatelet activities of six Allium
species were assessed. Our results indicate that organosulfur and phenolic compounds
contribute to similar extents in Allium IVAA, but phenolic compounds appear to have a
much greater contribution in the antioxidant effects of these vegetables.

Molecular markers SSR were developed for onion and garlic and its transferability to other
Allium species was evaluated. The polymorphism of each marker was also evaluated in
onion, garlic and 2 onion segregating populations. These markers will be useful to develop
genetic maps and for QTL mapping of the characters previously analyzed.

Finally, the source of variability and errors in the determination of pyruvate was
investigated in onion. The magnitude of errors and their nature was established using the
traditional method for PV determination. We found that compounds naturally present in
onion can contribute to the interference.

We hope that the results reached in this thesis contribute significantly to the Alliaceae
molecular breeding programs.
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CAPITULO 1

Introduccion general



1. Introduccion.
1.1. Origen e importancia del cultivo

La cebolla pertenece a la familia Alliaceae y al genero Allium, el cual comprende maés de
700 especies, entre las cuales hay especies ornamentales, malezas y especies comestibles de
importancia econdémica como ajo (Allium sativum), puerro (A. porrum), shallot (A.
ascalonicum), ciboulette (A. schoenoprasum) y cebolla de verdeo (A. fistulosum) entre
otras. El centro de origen de este género se cree que es Asia Central, particularmente la
region que incluye los paises de Tajikistan, Turkmenistan, Uzbekistan y el norte de Iréan,
Afganistan y Pakistan. Alli se encuentra el primer centro de domesticacion del ajo y la
cebolla. Posteriormente existieron otros centros de domesticacion secundarios como India,
Europa, Africa y América (Hanelt, 1990). Hanelt (1990) postula que la primera
domesticacion de la cebolla puede haber ocurrido en las montafias de Uzbekistan y

Kazakistan.

Las aliaceas se utilizan principalmente para saborizar los alimentos. La produccion de
cebolla ocupa el segundo lugar entre las hortalizas del mundo. EI cultivo de ajo y cebolla
presenta una amplia distribucién en distintas regiones del planeta y su produccion muestra
una tendencia creciente en la Ultima década (Sance, 2010; Cvagnaro, 2007). A nivel
mundial, la produccion de cebolla y ajo es de 41 y 15 millones de toneladas anuales,
respectivamente (FAO, 2012). Los principales paises productores de cebolla son: Holanda,
India, Espafia, EEUU, México, Argentina, Nueva Zelanda y Australia y el principal pais

productor (abarcando mas del 75 % de la produccién global) de ajo es China.

En Argentina la produccién de cebolla anual llega a 450000 ton, de las cuales el 97% se
destina a mercado fresco y el 3% a industria, principalmente a la industria del deshidratado
(SENASA, 2013). Argentina produce 120.000 Tn de ajo, de las cuales el 65 % se exporta,
el 25 % se destina a mercado interno y el 10 % restante a “semilla” (Boletin INTA Informa
Internacional N° 04).El consumo promedio de cebolla en argentina es de
10kg/habitante/afio. Argentina es el sexto exportador mundial, siendo la principal hortaliza
exportada. Durante el afio 2013 se exportaron 229000 ton por un valor de U$S 54.914.000



(FAO, 2012). Los principales destinos son Brasil (94.4%), Paraguay (2.8%) y Uruguay
(2%).

Argentina posee tres grandes zonas productoras de cebolla: la zona Sur y los Valles
Patagdnicos (Buenos Aires y Rio Negro) con aproximadamente 18.000 ha, lo que
representa el 75 % del total cultivado en el pais (Buenos Aires representa del 50 % del total
nacional; la Zona Norte, representada por Santiago del Estero, con 3.000 ha y la zona
Centro Oeste, constituida por San Juan y Mendoza, con alrededor de 3.000 ha, y una
representatividad del 12,5 % para cada una. La Zona Norte se especializa en cebollas de
dia corto tipo valencianita; la zona Centro produce cebollas de dia corto, intermedio y
largo; aunque la tendencia es cada vez mayor hacia las de dia corto e intermedio y la zona
sur cebollas de dia largo principalmente (Fuente: IDR 2013).

1.2. Variedades

Existen en el mundo muchas variedades de cebolla que han sido desarrolladas buscando su
adaptacion a distintas temperaturas y fotoperiodos en lugares en los que se cultiva y a las
preferencias alimenticias de cada lugar (Brewster,1994). La cebolla forma bulbos en
respuesta a estimulos ambientales, en especial el largo del dia y las temperaturas. Estos
requerimientos fotoperiodicos para la bulbificacién permiten clasificar las variedades en
diferentes grupos: las cebollas de dia largo que requieren un minimo de 14 horas de
fotoperiodo, las cebollas de dia intermedio que requieren entre 13 y 14 horas de luz y las
cebollas de dia corto, que requieren de 12 a 13 horas (Galmarini, 1998). La formacion del

bulbo se produce en los meses primavero-estivales.

Dentro de esta oferta varietal se pueden hallar variedades de caracteristicas, composicién y
sabor diferente. El mercado de cebolla para consumo en fresco requiere variedades suaves
y en general de poco color (Galmarini, 1998). Por el contrario, la industria del deshidratado
requiere variedades pungentes, con alto contenido de solidos solubles. ElI germoplasma de
cebolla argentino posee origenes europeos. Las cultivares ‘Valcatorce INTA’, ‘Valuno
INTA’, ‘Cobriza INTA’ y ‘Antartica INTA’ fueron desarrolladas a partir de poblaciones
tipo “Valenciana”. La variedad Navidefia INTA fue desarrollada a partir de poblaciones de

cebolla espafiola de dia largo tipo Torrentina, originarias del sur de Espafia, con



requerimientos intermedios para bulbificar. La cultivar Angaco INTA, por su parte, se
origind a partir de poblaciones espafiolas de cebolla de dia corto tipo Valencianita. La
cultivar Refinta 20, utilizada para deshidratado, se origind a partir de poblaciones
norteamericanas tipo “Southport White Globe’. Refinta es de dia largo y posee alto
contenido de solidos (Galmarini, 1998; Sance et al., 2008)

1.3. Propiedades funcionales de las alidceas

Se han estudiado y comprobado diversas propiedades funcionales de la cebolla, el ajo y las
otras especies de aliaceas tales como el puerro, la cebolla de verdeo, el ciboulette y el
shallot. Entre ellas se ha demostrado sus propiedades anticancerigenas, hipolipidémicas,
hipotensoriales, antiplaquetarias, antimicrobianas, antioxidantes y anticancerigenas. El
perfil composicional de las alidceas esta estrechamente ligado a sus efectos protectores

contra las distintas patologias.
1.3.1. Actividad antiplaquetaria

Una de las propiedades benéficas para la salud més estudiadas de la cebolla y el ajo es la
actividad antiplaquetaria. La hemostasis es el proceso que mantiene la integridad del
sistema circulatorio luego de un dafio vascular y comprende un conjunto de mecanismos
que controlan la pérdida de sangre en el organismo (Furie et al., 2008). El colageno (que se
ubica en la matriz subendotelial) y el factor tisular (que viene del flujo sanguineo o de la
pared de la vena) favorecen el mantenimiento de un sistema circulatorio cerrado. Cuando la
pared de un vaso se rompe, o0 el endotelio es lastimado, el colageno y el factor tisular se ven
expuestos al flujo sanguineo, iniciando la formacion de un trombo. El coldgeno expuesto
promueve la acumulacion y la activacion de plaquetas, mientras que el factor tisular
expuesto inicia la formacion de trombina, la cual tiene dos funciones: 1) activa las

plaquetas y 2) cataliza el pasaje de fibrinogen a fibrina. Figura 1.
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Figura 1. Respuesta al dafio vascular (Adaptada de Furie et al., 2008)

Las interacciones entre proteinas de las plaquetas y el colageno resultan en la adhesion de
las plaquetas al sitio del dafio y asi se desencadena una cascada proteolitica que desemboca
en la produccion de trombina. La trombina se une a un receptor en la superficie de las
plaquetas activando las plaquetas y causando que liberen serotonina, tromboxano A2 y
ADP. A su vez, estos agonistas activan a otras plaquetas y amplifican la sefial de la
formacion de trombos. Un trombo en desarrollo recluta a otras plaquetas no estimuladas. Y
a su vez, otras plaquetas dentro del trombo permanecen inactivas y pueden separarse del
coagulo. Por esto la formacion del coagulo es un proceso dindmico en el cual algunas
plaquetas se adhieren a otras, otras se separan del trombo en desarrollo y en el cual la
ruptura, el flujo y la turbulencia y el nimero de plaquetas intervinientes definen la
estructura del coagulo. A pesar de que el mecanismo de agregacion de plaquetas ha sido y
es ampliamente estudiado, aun no esta claro el o los mecanismos por los cuales los
compuestos presentes en la cebolla intervienen en la inhibiciéon plaquetaria. Ali (2000)
reportdé que tanto el ajo como la cebolla poseen compuestos (azufrados y fenolicos) que son
capaces de intervenir en varios puntos diferentes de la ruta metabolica del &cido

araquiddnico (que da origen a compuestos eicosanoides que son responsables directos de la



agregacion plaquetaria) evitando la formacion del tromboxano. Este mecanismo de
inhibicion plaquetaria seria uno entre otros tales como la modificacion de las membranas de
las plaquetas y la inhibicion de la movilizacion del calcio (Ali et al., 2000). Moon ( 2000)
propuso que los efectos antiplagquetarios en cebolla serian debido al menos en parte a una
disminucion de la liberacion del &cido araquiddnico, una inhibicion de la enzima
troboxano-sintasa y a un bloqueo del receptor de membrana del tromboxano. Un estudio
mas reciente reportd que en ratas alimentadas con extractos acuosos de piel de cebolla ricos
en quercetina se disminuia la agregacion plaquetaria a través de la inhibicion de la
ciclooxigenasa y la tromboxano sintasa, dos enzimas claves en el mecanismo de agregacion

plaquetaria (Ro et al., 2015).

Mas alla de que los mecanismos de accién de la cebolla no hayan sido ain completa e
integramente dilucidados, es importante tener en cuenta la cantidad de reportes en los que
su accion antiplaguetaria ha sido comprobada in vitro (Bordia et al., 1978; Goldman et al.,
1995; Briggs et al., 2000; Galmarini, Goldman, & Havey, 2001; Block, 2010) y también in
vivo (Briggs et al., 2001, Yamada et al., 2004; Lee et al., 2013) en extractos acuosos de
bulbos de cebolla (Sance et al., 2008; Galmarini et al., 2001), en extractos de piel de
cebolla ricos en quercetina (Hubbard ey al., 2003; Hubbard et al., 2006; Lee et al., 2013, Ro

et al., 2015) y en extractos oleosos de cebolla (Srivastava , 1986).

El consumo de inhibidores de la agregacion plaguetaria en forma natural a través de la
dieta juagaria un rol significativo en la prevencién de patologias cardiovasculares (Sance,
2010).

1.3.2. Actividad antioxidante

La oxidacion del ADN, las proteinas y los lipidos por especies reactivas del oxigeno (ROS)
juegan un rol muy importante en el proceso de envejecimiento y en el desarrollo de varias
enfermedades tales como el cancer, enfermedades cardiovasculares, inflamatorias y
neurodegenarativas (Borek, 1997; Richardson 1993). Un compuesto antioxidante es aquel
capaz de contrarrestar los efectos dafiinos de la oxidacion en un tejido animal, mas
especificamente, son sustancias que protegen a las células del dafio y las enfermedades

derivadas de las accién de los radicales libres. Los compuestos antioxidantes interacttan y



neutralizan a los radicales libres y asi evitan que produzcan dafio (Block, 2010). Estudios
recientes demostraron que dietas ricas en vegetales, en especial frutas y hortalizas proveen
cantidades significativas de fitoquimicos antioxidantes tales como la vitamina C y E, el
glutation, compuestos fendlicos y pigmentos vegetales que ofrecen proteccion ante al dafio
celular (Dimitrios, 2006). La cebolla es en muchos paises, una de las principales fuentes
dietarias de flavonoides tanto en su forma aglicona como conjugada. El principal
compuesto flavonoides de la cebolla es la quercetina, que se encuentra en forma conjugada
como 3",4°diglucésido (Sellappan y Akoh, 2002). La actividad antioxidante de la
quercetina ha sido reportada en varios estudios, utilizando extractos acuosos del bulbo y de
las catéfilas externas de la cebolla (Hubbard et al., 2003, Ly et al., 2005). Un estudio
reciente (Lee et al., 2015) encontrd correlaciones significativas entre el contenido de
antocianos y quercetina en cebollas y su capacidad antioxidante y también encontré que los
extractos metandlicos de las cebollas poseian la misma capacidad antioxidante que los
extractos puros frescos, lo que indica que los compuestos responsables de la actividad
antioxidante de la cebolla son hidrosolubles. Por otra parte, Benkeblia et al. (2005) midio y
comparé la capacidad antioxidante de una variedad de ajo y distintas variedades de cebolla
mediante cuatro metodologias diferentes encontrando que en todos los casos el ajo es méas
potente antioxidante que las cuatro variedades de cebolla, independientemente de la
metodologia empleada. La capacidad antioxidante del puerro, fue demostrada por Bernaert
et al. (2012) en 30 variedades diferentes de puerro, Kameya (2014) reportd capacidad
antioxidante en cebolla de verdeo y las propiedades antioxidantes del shallot también
fueron reportadas previamente (Lu et al., 2011).

1.3.3. Efectos relacionados a las enfermedades cardiovasculares

Existen muchos factores asociados a la arterioesclerosis y a las enfermedades
cardiovasculares, entre las cuales esté el contenido de colesterol y triglicéridos elevados en
sangre, aumento de la actividad plaquetaria, aumento de la homocisteina en sangre,
diabetes, hipertension y obesidad (Corzo-Martinez et al., 2007). Estos factores de riesgo
estan controlados por causa incontrolables (herencia, género, edad) y por otras controlables
relacionadas con el estilo de vida (la inactividad, el fumar, el estrés y la dieta). Por ello, se



ha propuesto la prevencion y el tratamiento de enfermedades arterioescleréticas basados en
la dieta y en un estilo de vida saludable.

Las enfermedades relacionadas a la arteriosclerosis estdn asociadas a altos niveles de
lipidos en sangre. Existen varios estudios que reportan la accion del ajo en el metabolismo
de los lipidos, pero hay pocos avances en ese campo en cebolla. Effendy (1997) demostro
que existen en la cebolla compuestos con capacidad de disminuir los niveles de triglicéridos
en sangre y de inhibir la biosintesis de colesterol in vitro. Ademés Glasser (2002) encontro6
que la quercetina y la metiina reducen los niveles de colesterol en sangre y la severidad de

la aterosclerosis.

Estudios epidemioldgicos han demostrado que la presion arterial elevada es uno de los
principales factores de riesgo hacia el infarto y la enfermedad coronaria (Chen et al., 2009).
Sanchez  (2007) encontr6 que tanto la quercetina como su metabolito metilado

isoharmnetina, presentes en cebolla pueden reducir la presion sanguinea.

También se han reportado los efectos antidiabéticos e hipoglucémicos de la cebolla y el ajo,
especificamente la metiina y el S-allil-sulfoxido de cisteina ejercen su actividad
antidiabética estimulando la produccion de insulina y su secrecion en el pancreas,
interfiriendo con la absorcion de la glucosa (Srinivasan, 2005). Ademas, se comprobé que
la administracién de fructanos como los fructooligosacaridos (FOS) presentes en cebolla
en altas concentraciones, disminuyen la glucemia y el colesterol total, aumentando la
absorcion intestinal del calcio y el magnesio y a su vez aumentando la densidad dsea (Jaime
etal., 2001).

1.3.4. Otras propiedades y efectos benéficos

En 1958, Weiberger y Pensky demostraron in vitro e in vivo que los extractos de
tiosulfinatos de ajo inhibian el crecimiento de células tumorales. A partir de este estudio,
muchas investigaciones se llevaron a cabo para evidenciar los efectos anticancerigenos y
antimutagenos de compuestos provenientes de especies de Allium .Se han estudiado
principalmente la capacidad para inhibir el crecimiento tumoral y la proliferacion celular.
Estos estudios han demostrado que tanto el ajo como la cebolla son capaces de disminuir el

riesgo de sarcoma y carcinoma en varios tejidos y drganos tales como estomago, colon,



esofago, prostata, vejiga, higado, pulmones, mamas, piel y cerebro (Hu et al., 1999; Lau et
al., 1990; Le Marchand et al., 2000; You et al., 1998).

Algunos compuestos azufrados presentes en alidceas como los tiosulfinatos y los cepaenos
han sido reportados como fuertes inhibidores de las enzimas responsables de iniciar el
metabolismo eicosanoide gque conlleva a una disminucién de la agregacion plaquetaria y a
una constriccion branquial. Debido a esto se ha propuesto que la cebolla tendria efectos
antiasmaticos (Wagner et al. 1990). EI mecanismo por el cual la cebolla posee efectos
espasmoliticos y broncodilatorios fue reportado por Mandukhail et al., (2014) que estudio
el efecto de extracto de piel de cebolla en conejos y cerdos y propuso que los efectos
broncodilatorios y espasmoliticos que podrian ayudar a aliviar desordenes gastrointestinales
y respiratorios tales como la diarrea y el asma.

También se ha reportado que la cebolla estimula el proceso digestivo acelerando la
digestion y reduciendo el tiempo de transito de la comida en el tracto gastrointestinal (Platel
and Srinivasan, 2001). Se ha propuesto ademas que tanto la cebolla como el ajo poseen
efecto prebiotico debido a su alto contenido de fibra soluble, principalmente inulina y
fructooligosacéridos, que estimulan el crecimiento de microorganismos benéficos en el
colon tales como bifidobacterias y lactobacilos (Ernst and Feldheim, 2000; Benkeblia and
Shiomi, 2006). Otra propiedad atribuida y comprobada en cebolla es su efecto en la
prevencion de la osteoporosis (Huang et al, 2008) reportd que distas ricas en cebolla
disminuyen la pérdida osea en ratas y que el compuesto activo responsable de este fecto era
el y-L- glutamil-propenil-cistein-sulfoxido. También, Matheson (2009) que mujeres de 50
0 mas afos que consumian cebolla al menos una vez al dia poseian una densidad dsea al

menos un 5% mayor que aquellas que consumian cebolla una vez al mes o menos.
1.4. Principales compuestos de interés nutracéutico presentes en alidceas

Los principales compuestos bioactivos de interés nutracéutico presentes en aliaceas son
compuestos azufrados, fendlicos y los fructooligosacaridos (FOS) (Roldan-Marin et al,
2009).

1.4.1. Compuestos azufrados



La cebolla y otras hortalizas de género Allium son consumidas por su sabor caracteristico y
por su habilidad de realzar el sabor de otros alimentos. Los compuestos azufrados
responsables del sabor y de algunas de las propiedades benéficas para la salud de la cebolla
y otras aliaceas. Entre estos, los tiosulfinatos (TSs) son los compuestos azufrados
predominantes en alliums y se forman a partir del azufre que las plantas absorben como
sulfato, el cual es usado para sintetizar los aminoacidos cisteina y glutation, los cuales, a su
vez, dan origen a los y-glutamil péptidos. Hasta la fecha, se han aislado e identificado més
de 24 y-glutamil péptidos diferentes en alliums (Rose et al., 2005). Estos péptidos sirven
como reserva de azufre y nitrégeno y como sustrato para la formacion de los S-alquenil-
sulféxidos de cisteina (ACSOs). Los ACSOs son aminoacidos no proteicos que no tienen
olor ni sabor vy, al ser hidrolizados por la enzima allinasa (EC 4.4.1.4), dan origen a TSs,
piruvato y amonio (Cavallito & Bailey, 1944; Virtanen & Matikkala, 1959; Edwards et al.,
1994).

Actualmente se han identificado 4 ACSOs mayores y 2 ACSOs menores en el género
Allium y de estos 6 compuestos se pueden generar mas de 50 compuestos azufrados (Figura
2). Debido a esto, la composicion y la cantidad de cada ACSO determina la gran variedad
de aromas, sabores y propiedades bioldgicas del género Allium, y debido a esta diversidad
quimica, los miembros de este género han recibido atencién por parte de quimicos y

bidlogos como fuentes novedosas de compuestos bioactivos (Rose et al. 2005).
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Figura 2. S-alk(en)yl-L-sulfoxidos de cisteina en diferentes especies del género Allium.
Adaptada de Rose et al. (2005).

1.4.1.1. Reaccion generadora del flavor:

Los ACSOs se ubican fisicamente en el citoplasma de las células del mesofilo, separados
de la enzima allinasa, que se ubica en la vacuola (Lancaster & Collin, 1981). Cuando se
produce ruptura del tejido, los ACSOs son hidrolizados por la enzima allinasa dando origen
a acido piravico, amonio y TSs compuestos responsables del flavor de las alidceas
(Lancaster & Boland, 1990) (Figura 3). Ademas los tiosulfinatos participan en una cascada
de reacciones Yy rearreglos que dan origen a tiosulfonatos, sulfuros y una amplia gama de
compuestos organoazufrados (Block et al., 1992). En ajo, el ACSO, 2- PECSO o alliina, da
origen al tiosulfinato allicina, que le otorga el flavor caracteristico al ajo. En extractos
afiejos de ajo, las moléculas de alliicina reaccionan entre si formando sulfuros, tiosulfonatos
y ajoeno (Randle & Lancaster, 2002). En alidceas que contienen 1-PECSO (también
Ilamado isoalliina) como la cebolla, se produce la formacion de éxido de tiopropanal, o
factor lacrimdgeno, a partir de la reestructuracion instantanea del acido sulfénico 1-

propenil.
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Figura 3. Reaccion generadora del flavor en Allium. Tomada de Sance, 2010.

La figura 4 presenta la variedad de compuestos azufrados que pueden formarse en cebolla,
estos compuestos son responsables del sabor de la cebolla y de sus propiedades benéficas
(Bystricka et al., 2013).

HzC— R1 T H, féxidos d
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Figura 4. Los principales compuestos azufrados producidos en cebolla luego de la
disrupcion de tejido. LFS: enzima factor lacrimdgeno sintasa; LF: factor lacrimdgeno; R:

radical; R1: radical metilo; R2: radical propilo;R3: radical propenilo; X2: dos moléculas de
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acidos sulfénicos reaccionan entre si para formar una molécula de tiosulfinatos. (Tomada
de Eady et al., 2008).

1.4.1.2. Factores que afectan la intensidad del flavor:

Tanto cebollas pungentes como suaves son requeridas o apreciadas segun el uso. Asi, para
su uso en ensaladas o para condimentar, generalmente se prefieren variedades suaves. En
cambio, para su uso en sopas, extractos y cebollas deshidratadas se requieren variedades

pungentes y con alto contenido de solidos (Platenius, 1941).

El flavor, es la combinacion compleja de sensaciones olfativas, gustativas y trigeminales
(Sance, 2008). Existen factores genéticos y ambientales incluido el manejo del cultivo entre
los factores ambientales que afectan la cantidad y calidad del flavor. Es decir que la
intensidad del sabor en las cebollas es influenciada por el acervo genético y el ambiente en
el que se cultiva. Por otro lado, el sabor estd determinado en gran medida por los
compuestos azufrados en combinacion con los azlcares de la cebolla. Por ejemplo, una
variedad muy pungente puede deberse a que posea alto contenido de tiosulfinatos o bien
que posea contenido medio de tiosulfinatos y pocos azlcares, ya que los azlcares pueden
disminuir la sensacién de pungencia, dependiendo de su naturaleza y la concentracion
relativa (Lancaster & Boland, 1990; Randle & Bussard, 1993).

1.4.1.2.1. Factores genéticos:

Diferentes especies de Allium difieren en la intensidad y calidad del flavor. Esto es debido a
diferencias genéticas que determinan la absorcién de azufre y a diferencias en el
metabolismo del azufre una vez absorbido. Las diferencias en el metabolismo se deben a la
eficiencia en la reduccion del azufre inorgdnico y a su posterior incorporacién en
compuestos organoazufrados, que serviran de sustrato para la formacién de ACSOs. Se ha
comprobado, de hecho que las cebollas mas pungentes son mas eficientes en reducir el
sulfato absorbido e incorporarlo a la ruta metabdlica del flavor (Ketter & Randle, 1998).
Las variedades suaves, por su parte, acumulan el sulfato absorbido en las vacuolas de las
células, evitando de esta forma su incorporacion a la ruta metabolica del flavor (Ketter &

Randle, 1998). También se ha estudiado que las diferencias en la acumulacion de
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compuestos organoazufrados y en la actividad de la enzima allinasa tienen efecto en los

distintos niveles de flavor hallados (Randle & Lancaster, 2002).
1.4.1.2.2. Factores ambientales:

Se ha estudiado y comprobado que el almacenamiento en post cosecha puede modificar el
sabor del ajo y la cebolla (Kopsell, 1997). Los cambios dependen de la temperatura y la
duracion del almacenamiento, del cultivar y del grado de dormicion del bulbo (Randle &
Lancaster, 2002; Kopsell, 1997). Respecto de la temperatura de almacenamiento, se asume
que los patrones de cambio del flavor en alidceas es complejo y en general depende
fuertemente del genotipo estudiado (Kopsell, 1997).

Respecto del manejo (Randle, 1992; Randle & Bussard, 1993) encontraron que las
fertilizaciones azufradas podian modificar el sabor de las cebollas, aunque esta influencia
era proporcionalmente menor a la influencia de la determinacion genética. Asi concluyo
que la pungencia puede ser minimizada cultivando variedades con potencial genético para
ser suaves en suelos pobres en azufre y regadas con aguas de similares caracteristicas
(Randle, 1992 a). También se ha estudiado la influencia de la temperatura, las fertilizaciones
nitrogenadas y el riego en el sabor de las cebollas (Platenius, 1941; Freeman &
Mossadeghi, 1970; Gamiely et al., 1991).

La calidad y disponibilidad de agua afecta el flavor de las cebollas. Cebollas que se
cultivan en condiciones de restriccion hidrica son mas pungentes que aquellas cultivadas en
condiciones de irrigacion adecuada (Freeman & Mossadeghi, 1973). Esto se ha explicado
como un efecto de concentracion o diluciéon de los compuestos azufrados y los azlcares
bajo cada condicion (Darbyshire & Henry, 1979). EI mecanismo exacto por el cual el flavor

aumenta en cebollas estresadas hidricamente no ha sido dilucidado adn.
1.4.2. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios sintetizados por las plantas durante
el desarrollo normal de la misma y en respuesta a algun tipo de estrés, como pueden ser
heridas, infecciones, radiacion ultravioleta y/o exposicion a temperaturas extremas

(Grassmann et al., 2002). En los alimentos, los compuestos fendlicos pueden contribuir a su
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amargura, astringencia, flavor, aromas y colores. La distribucion de los compuestos
fendlicos en plantas no es uniforme, de hecho los fenoles insolubles se ubican en las
paredes celulares y los fenoles solubles se encuentran en las vacuolas. Ademas, la
distribucion dentro de los 6rganos vegetales tampoco es uniforme ya que en general, el
exterior de frutos u 6rganos contiene generalmente mas polifenoles que su interior (Naczk y
Shahidi, 2006).

El contenido de polifenoles en alimentos depende también de las técnicas de cultivo, de la
variedad, de las condiciones de crecimiento, del proceso de maduracion y del posterior

procesamiento y almacenamiento a los que son sometidos los vegetales (Price et al., 1997).

Dentro de los polifenoles, los flavonoides han sido muy estudiados debido a que estan
ampliamente representados en el reino vegetal y es posible encontrarlos en practicamente
todas las partes de las plantas (Yao et al., 2004). Ademas, se consideran un componente
fundamental de la dieta de animales y humanos (Clifford y Scalbert, 2000). Se han
identificado mas de 8000 compuestos cuya distribucion varia entre diferentes vegetales y
aun dentro de diferentes 6rganos dentro de la misma planta (Sultana y Anwar, 2008). Los
flavonoides se clasifican en al menos 10 grupos quimicos diferentes, entre los cuales los
mas abundantes en la dieta son las flavanonas, flavonas, isoflavonoides, flavanoles,

antocianos y flavonoles (Sultana y Anwar, 2008).

Se han comprobado las propiedades antioxidantes y la capacidad de neutralizacién de los
radicales libres de los flavonoides (Yan-Hwa et al., 2000; Fukumoto & Mazza, 2000; Hung
et al., 2004).También se ha comprobado su papel en la prevencién de enfermedades
coronarias y diversos tipos de cancer (Block et al., 1992; Middleton et al., 2000). Los
flavonoides presentes en nuestra dieta se consideran antioxidantes mas poderosos que las
vitaminas C y E (Sokét-Letowska et al., 2007).

La cebolla es la principal fuente de flavonoides en la dieta tales como la quercetina,
isoharmnetina, miricetina, kaempferol y sus conjugados. Dentro de estos, la quercetina y
sus conjugados son los predominantes. Estos flavonoles estan ubicados principalmente en

las catéafilas externas de la cebolla (Naczk & Shahidi, 2006). EI shallot contiene entre dos a
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diez veces mayor concentracién de quercetina que la cebolla, dependiendo de los materiales
analizados (Fattorusso et al. 2002).

En algunas variedades de ajo, de shallotes y en cebollas rojas, es posible hallar ademas de
flavonoles, antocianinas, que se localizan principalmente en las catéafilas externas de
proteccion (secas) y en las de reserva mas externas, es decir, dentro de la parte comestible.
Las antocianinas predominantes son los derivados mono y diglucosilados de cianidinas, los
cuales representan méas del 50% del total de antocianinas. Respecto del patrén de flavonoles
en cebolla rojas, los predominantes son los 3"y 4"glucésidos de quercetina (Slimestad et al.,
2007).

1.4.3. Carbohidratos

La materia seca de la cebolla y el ajo es un importante parametro de calidad ya que esta
relacionada con el sabor, la textura y la vida poscosecha (Suzuki y Cutcliffe, 1989; Sinclair
et al., 1995). También tiene una importancia econémica para la industria del deshidratado
debido a que se relaciona directamente con la energia necesaria para deshidratar los bulbos
frescos (Luh et al., 1975). La materia seca de la cebolla madura puede representar entre el 5
y el 26%, dependiendo de la variedad (Sinclair et al., 1995). Entre el 65-80% de esta
materia seca estd compuesta por carbohidratos no estructurales (Darbyshire y Henry, 1979).
Cebollas con alto contenido de materia seca tienen una vida poscosecha méas prolongada y
son utilizadas para la industria del deshidratado (Lin et al., 1995). Los principales
carbohidratos no estructurales de la cebolla son glucosa, fructosa, sacarosa y fructanos de
bajo peso molecular. En general se considera que el bulbo de cebolla no posee almidén
(Darbyshire y Henry, 1981). La concentracion de carbohidratos totales en hojas,
pseudotallos y bulbos aumenta con la edad de la planta y con la intensidad luminica
(Darbyshire y Henry, 1978). La materia seca del ajo puede variar del 30 al 42%
dependiendo de la variedad y posee en comparacion con la cebolla y el puerro entre un 10 y

un 20% mayor contenido de materia seca (Cavaganaro, 2012).

Los principales carbohidratos de reserva en cebolla son los fructanos, también conocidos
como fructooligosacaridos. Estos son oligosacaridos lineales formados por moléculas de

fructosa unidas entre si por enlaces B de peso molecular y grado de polimerizacion variable.
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Los fructanos son sintetizados durante la etapa de bulbificacion y son catabolizados en la
etapa de brotacién del bulbo (Benkeblia et al., 2005).

Sélo un 15% de las plantas almacenan fructanos, entre las que se encuentran cereales, frutas
y vegetales. En plantas los fructanos, ademéas de actuar como carbohidratos de reserva
actuan, a diferencia del almiddn, como osmoreguladores (Jaime et al., 2001). Los fructanos
presentes en cebolla poseen un grado de polimerizacion bajo, en general entre 3y 15y
pueden actuar como osmoreguladores, siendo los fructanos de bajo grado de polimerizacion
moléculas de mayor potencial osmético que los fructanos de alto grado de polimerizacion.
Esto influye en la absorcion de agua por parte de la planta (Sinclair et al., 1995). Esto
indica que los cultivares de cebolla con alto contenido de materia seca absorben menos
cantidad de agua —limitando la hidrolisis de fructanos-y esto estaria regulado genéticamente
(Galmarini et al., 2001). La cebolla es la segunda fuente de fructanos después del trigo en la
dieta americana (Moshfegh et al., 1999). Ademas, estudios previos han propuesto que los
fructanos serian Utiles a la planta ante situaciones de estrés por frio y por sequia (Puebla et
al., 1997).

1.5 Relacion entre actividad antiplaquetaria, sabor (pungencia), contenido de
compuestos organoazufrados y sélidos

En cebolla cruda se han reportado correlaciones significativas positivas entre el contenido
de piruvato y la sensacion de pungencia (Schwimmer y Guadagni 1962; Wall y Corgan
1992). La alta correlacién encontrada entre las dos variables, sumado al -relativamente-
bajo costo y simplicidad del andlisis de piruvato ha llevado al uso generalizado de esta
técnica como indicador del grado de pungencia en cebolla. Ademas, la concentracién de
piruvato refleja el contenido total del compuestos organoazufrados en cebolla (Goldman et
al., 1996) y se correlaciona significativamente con el contenido de solidos solubles (SS)
(Bedford 1984; Randle 1992; Simon 1995). Mas recientemente, se han encontrado
correlaciones significativas positivas fenotipicas (Debaene et al. 1999, Galmarini et al.
2001b, Goldman et al. 1996) y genéticas (Galmarini et al. 2001b) entre actividad
antiplaquetaria, contenido de piruvato y solidos solubles. Se han mapeado QTL
(Quantitative Trait Loci) en una region cromosdmica en cebolla que es significativa tanto

para el contenido de solidos, piruvato y actividad antiplaquetaria (Galmarini, 2001b).
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Debido a estos resultados, es ampliamente aceptado que cebollas pungentes poseen mayor
contenido de piruvato y SS, y mayor poder antiplaquetario. En ajo, Cavagnaro (2007)
encontrd correlaciones fenotipicas positivas y significativas entre actividad antiplaquetaria,
piruvato y tres tiosulfinatos (aliicina, 1propenil tiosulfinato y metil tiosulfinato) y encontré
QTL (loci de caracteres cuantitativos) para piruvato y tiosulfinatos en las mismas regiones

cromosomicas.

La relacion entre estas variables no ha sido investigada en otras especies de Allium,

diferentes del ajo y la cebolla.
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1.6. Formulacion del problema, planteo de hipotesis y objetivos

La cebolla es la principal hortaliza exportada en nuestro pais y a nivel mundial tiene
importancia al ser consumida en todas las partes del mundo principalmente debido a su
sabor y a sus propiedades benéficas. Ademas de la cebolla, otras alidceas como el ajo, el
shallot, la cebolla de verdeo, el puerro y el ciboulette también son ampliamente consumidos
en el mundo entero.

A pesar de su importancia econdémica y funcional, estas especies han sido poco estudiadas
genética y molecularmente, principalmente debido a sus genomas enormes y, en el caso de
la cebolla, a su ciclo bianual, lo que causa que los planes de mejoramiento y el desarrollo
de poblaciones genéticamente estructuradas lleve mucho tiempo. Debido a esto, en la
actualidad existen pocos reportes acerca de la herencia de caracteres de interés nutricional y
funcional en cebolla, ademas de que se han desarrollado pocas herramientas moleculares

como marcadores, que permitan encarar estudios moleculares en cebolla y en otras aliaceas.

Objetivos generales:

1. Estudiar la herencia de caracteres nutracéuticos y caracteres relacionados al sabor en cebolla.
2. Desarrollar herramientas moleculares para la Familia Alliceae.
3. Caracterizar a las principales especies comestibles del género Allium por sus propiedades

benéficas y su contenido de compuestos bioactivos.

Objetivos especificos:

1. Estimar la heredabilidad en sentido amplio, el nivel de variabilidad, las principales
acciones génicas y el tipo de distribucion de compuestos fenodlicos, azufrados,
carbohidratos, sélidos y actividad antiplaquetaria en poblaciones segregantes de cebolla.

2. Desarrollar y evaluar marcadores microsatélites en base a las secuencias publicamente
disponibles en las bases de datos (NCBI) utiles para cebolla, ajo y otras aliaceas.

3. Caracterizar a la cebolla, el ajo, la cebolla de verdeo, el puerro, el ciboulette y el shallot
por sus propiedades antioxidantes y antiplaquetarias y por el contenido de compuestos

bioactivos organoazufrados y fenolicos.
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4. Correlacionar las propiedades funcionales de cada especie de alidceas con su perfil
bioquimico.
5. Comparar dos metodologias de determinacion de piruvato, un indicador de la pungencia

y del contenido de compuestos azufrados, para minimizar errores.

Hipétesis:

Hipotesis 1: Los compuestos fendlicos, azufrados, carbohidratos, solidos y la actividad
antiplaquetaria en cebolla son caracteres heredables, de distribucion normal, de alta
variabilidad y de acciones génicas explicadas por un modelo simple de aditividad-

dominancia.

Hipdtesis 2: Es posible desarrollar marcadores microsatélites a partir de las secuencias

disponibles publicamente.

Hipotesis 3: Existen diferencias y variabilidad interespecifica para el contenido de
compuesto bioactivos y para las capacidades antioxidantes y antiplaquetarias en las
principales alidceas comestibles (cebolla, ajo, shallot, ciboulette, puerro y cebolla de

verdeo).

Hipdtesis 4: Existen correlaciones fenotipicas estadisticamente significativas entre los
compuestos azufrados y fendlicos y las propiedades benéficas antioxidantes y

antiplaquetarias en las distintas especies del género Allium.

Hipotesis 5: Existen diferencias entre las dos metodologias de medicién de piruvato
respecto de la sensibilidad, exactitud, precision, linealidad y el porcentaje de interferencia

en las determinaciones.
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CAPITULO 2

Analisis genético de caracteres de interés agronomico y funcional en cebolla
heredabilidad (H?), nimero de genes involucrados y relaciones entre caracteres.

21



2.1 Introduccién

La heredabilidad de un caracter cuantitativo en una poblacion es el parametro genético de
mayor importancia, ya que determina la estrategia a ser usada en el mejoramiento de ese
caracter. Para la mayoria de los caracteres una parte de la variacion observada tiene una
base genética y otra es el resultado de factores ambientales. Si la mayor parte de la
variacion es de origen genético, esperamos que las diferencias en produccion sean
mayormente debidas a los genes que los individuos poseen y entonces seran transmitidos en
su mayor parte a la progenie.

Por otro lado, el numero de genes también tiene implicancias directas sobre el
mejoramiento y la estrategia a seguir; si se tiene un gen que controla el caracter, es méas
facil seleccionar para un fenotipo determinado que si se tienen muchos poligenes de poco
valor explicativo cada uno distribuidos en varios cromosomas.

Es importante conocer la heredabilidad, el nimero de genes y las acciones génicas de
caracteres de interés agronémico (como peso de bulbo), funcional (compuestos azufrados,
carbohidratos y fendlicos) y caracteres relacionados al sabor (piruvato y tiosulfinatos) vy la
actividad antiplaquetaria para planificar las estrategias a seguir en el mejoramiento de la

cebolla respecto de estos caracteres.

La herencia para contenido de solidos solubles, sélidos totales, piruvato y AAIV ha sido
estudiada por varios investigadores (Lin et al. 1995; Simon, 1995; Galmarini et al., 2001;
Havey et al., 2004; McCallum et al., 2007 ), utilizando variedades o poblaciones de cebolla
y disefios experimentales variados, encontrando en todos los casos que estos caracteres
tienen una herencia poligénica. Hasta la fecha no se han realizado estudios genéticos de

este tipo en materiales de cebolla nacionales, bajo condiciones de cultivo local.

El estudio de las correlaciones entre caracteres también es importante para determinar la
estrategia en el mejoramiento de los caracteres, ya que si dos caracteres estan
correlacionados, posiblemente estén ligados los genes responsables de los distintos
caracteres, o estan asociados por pleiotropia. Sea cual fuere el caso, al seleccionar para uno,
también se estd seleccionando para el otro. También tiene implicancias en aspectos
practicos/metodoldgicos para los programas de mejoramiento. Por ejemplo, si dos variables

estan fuertemente correlacionadas y una es muy facil y rapida de medir, aunque no sea la
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variable directa de interés, se puede usar esa variable para seleccionar indirectamente la
otra. En cebolla se han reportado correlaciones fenotipicas y genéticas entre el contenido
de SS y ST con el contenido de piruvato y la actividad antiplaquetaria (Bedford, 1984;
Sinclair, Blakeney, & Barlow, 1995; Galmarini et al., 2001), Por otro lado, se reportaron
correlaciones significativas inversas entre contenido de sélidos y peso de bulbo
(McCollum, 1968) y entre el peso de bulbo con pungencia y SS (Mallor 2011).

Los objetivos del presente trabajo fueron determinar para los caracteres mencionados
anteriormente la heredabilidad en sentido amplio (H?), el tipo de herencia (i.e., bajo el
control un gen, de pocos genes “mayores”, o poligénica), el nimero minimo de genes
implicados en su control, detectar posibles acciones génicas, e identificar individuos
transgresivos para los distintos caracteres en las poblaciones segregantes. Ademas,

investigar y cuantificar correlaciones fenotipicas entre los caracteres.
2.2. Materiales y métodos

Veintidos poblaciones F, de cebolla (Tabla 2) provenientes de cruzamientos de variedades
disimiles para los caracteres en estudio fueron evaluadas. Las 5 variedades parentales
(Tabla 1) fueron desarrolladas por el INTA E.E.A. La Consulta (Galmarini 2000). Las
poblaciones F; junto con las variedades parentales se cultivaron en la estacion experimental
de INTA La Consulta, (Mendoza; 33°4°S, 69°07"W) utilizando practicas agronémicas
tradicionales durante la temporada 2010-2011. El cultivo fue implantado en el afio 2010
durante la primera quincena de setiembre por trasplante. El total de plantas por parcela fue
300 aproximadamente, colocadas a doble cara y con una distancia de plantacién de 10 cm
entre plantas. Las cebollas fueron cultivadas sobre suelo franco. EI régimen de riego fue
cada 8 dias y la modalidad por gravedad. No se realiz6 fertilizacion. Las cebollas fueron
cultivadas hasta madurez. Cada poblacién se consideré madura cuando el 50 % de las hojas
estaban senescentes (madurez comercial). Luego de cosechados los bulbos F, fueron
almacenados durante 30 dias en galpdn, con temperaturas de 15 a 25°C y 25 a 55% de

humedad relativa, hasta el momento de su procesamiento y posterior analisis.

En las 22 poblaciones se midio el peso de bulbo. En 15 poblaciones se midieron las

siguientes variables: contenido de solidos solubles (SS), s6lidos totales (ST) y piruvato. En
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una poblacion seleccionada (poblacion “2143”) se determinaron, ademas de las variables

anteriores, el contenido de tiosulfinatos (TSs), polifenoles totales (PTs) y la actividad

antiplaquetaria in vitro (AAIV) (Aclaracion: el nimero de poblaciones a analizar fue

disminuyendo a medida que se avanzaba con los analisis basandose principalmente en el

nivel de variabilidad, escogiendo a las poblaciones més variables para

diferentes

caracteres, de modo que aquellas poblaciones con poca variacion o que variaban so6lo para

un caracter, no se seguian analizando).

Tabla 1 Caracteristicas de los cultivares parentales usados para generar las poblaciones F.

Requerimientos

Cultivar Especie Origen Color* Fotoperi6dicos **
Refinta 20 A.cepa var.typicum ‘L‘Jssoﬁthp%i?l\%:}il?geélogg? Blanco Dia largo
Navidefia INTA A.cepa var.typicum E;Eia;tin\;iriedades tipo Amarillo Dia intermedio
Cobriza INTA A.cepa var.typicum E\s]p:;l?zda;/:’r’iedades tipo Amarillo  Dia largo
Valcatorce INTA  A.cepa var.typicum E\’ng{i\gsdaxz’r’iedades tipo Amarillo  Dia largo

Angaco INTA A.cepa var.typicum E\S]F;?:scial\:igf dades tipo Amarillo Dia corto

*Se refiere al color de las catafilas externas e internas. **Clasificacion basada en los
requerimientos fotoperiodicos para bulbificar (dia largo: 14 horas; dia intermedio: 13 horas;
dia corto: 12 horas).
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Tabla 2. Pedigree y caracteristicas (nUmero y tamafio) de las poblaciones F, evaluadas.

N° de poblaciones

Cruzamiento Fy* N
Angaco INTA x Valcatorce INTA 1 200
Navidefia INTA x Angaco INTA 1 160
Refinta 20 x Navidefia INTA 10 1895
Antértica INTA x Refinta 20 1 51
Refinta 20(1 ss) x Refinta 20 (|ss) 1 82
Cobriza INTA x Navidefia INTA 5 996
Refinta 20 x Angaco INTA 3 262

* Numero de poblaciones derivadas del mismo cruzamiento. N = nimero de individuos F
de cada poblacién. 1 ss = individuos pertenecientes al cultivar Refinta 20 seleccionados con
alto contenido de sélidos solubles. |ss = individuos pertenecientes al cultivar Refinta 20
seleccionados con bajo contenido de sélidos solubles.

2.2.1. Acondicionamiento de las muestras

La preparacion de los extractos acuosos a partir de bulbos de cebolla se realizdé segln
Galmarini et al. (2001). Los bulbos se pesaron, se pelaron y se cortaron longitudinalmente
en mitades. Una mitad de cada bulbo se procesé con agua destilada en una relacién 1:1
(peso: volumen) utilizando un procesador Braun MR 400 Plus. Los homogenatos se dejaron
reposar 10 minutos a temperatura ambiente para permitir la completa hidrdlisis de los
precursores (ACSOs). Luego se filtraron (filtro con poro 1mm?) y centrifugaron (centrifuga
refrigerada marca Beckman Coulter modelo Allegra 21R). Los sobrenadantes se

recuperaron y se almacenaron a -20°C.
2.2.2. Determinacion de sélidos solubles (SS) y totales (ST)

La otra mitad de cada bulbo se utiliz6 para el analisis de SS, mediante refractometria
(Mann & Hoyle, 1945) y ST, mediante pesado del tejido fresco y pesado luego de su
deshidratado a 60°C de acuerdo a Cavagnaro (2007). Los valores se expresaron como
grados Brix para SS (lectura directa en refractdmetro), y porcentaje de materia seca (%)

para ST calculado como: peso seco x 100/ peso fresco.
2.2.3. Determinacion de piruvato

El dia del analisis, los extractos acuosos se descongelaron a temperatura ambiente, se

centrifugaron y se diluyeron 80x (80 veces, es decir se diluyen 50 pL de extracto acuoso
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puro en 4000 pL de agua destilada). Para determinar el contenido de piruvato se siguio la
metodologia de Schwimmer y Weston (1961). Brevemente, a 2 mL del extracto acuoso
diluido se le adicioné 1mL de una solucion de 2,4—dinitro-fenil-hidracina (DNPH) (Sigma
ultra 99%) al 0,0125% en 2N HCI. Se realizaron tres repeticiones analiticas por muestra
(por cada individuo F;). Las muestras se incubaron a 37°C por 10 minutos. Luego, se les
agregaron 5mL de NaOH 0,6N. La absorbancia se midié a 420 nm en un espectrofotometro
Beckman DU Series 500 UV/Visible. Se construyeron curvas de calibracion utilizando
soluciones estandar de piruvato de sodio (Sigma ultra 99%) de 0,01; 0,025; 0,05; 0,075;
0,1; 0,125; 0,15; 0,2 y 0,25 mM. El contenido de piruvato se calcul por interpolacion en la
curva estandar y se expres6 como mmol % g de peso fresco (pf), considerando las

diluciones del extracto y la ecuacion de la recta de regresion.

2.2.4. Determinacion de tiosulfinatos (TSs)

Para la determinacion de TSs los extractos acuosos se usaron tal como fueron extraidos (sin
dilucion adicional). El contenido de TSs se determind siguiendo la técnica de Han et al.
(1995). Brevemente, a 1125 pL de cada extracto de Allium se le adicionaron 1875 pL de
cisteina 0,8 mM. Luego de 10 minutos a temperatura ambiente, 900 pL de la mezcla -
muestra + cisteina- se le agregaron 6,6 mL de DTNB (&cido 5,5'-Ditiobis 2-nitrobenzoico)
200 pM. Como referencia, se reemplazd el extracto de Allium por agua destilada y se
realiz6 la metodologia de manera similar a lo descripto previamente para las muestras. Se
midié la absorbancia a 412 nm. Se realizaron tres repeticiones analiticas por muestra (por

cada individuo F;). El contenido de tiosulfinatos se calculé utilizando la férmula:

Concentracion de tiosulfinatos (mmol/ml) = ( Ao - A) / 2 x 14150, donde 14150 es el
coeficiente de extincién molar del DTNB, Ao es la absorbancia del tubo utilizado como
referencia (sin el agregado de extracto de cebolla) y A es la absorbancia de las muestras de

cebolla. El contenido de TSs se expresé en mmol TS % g peso fresco (pf).
2.2.5. Determinacion de polifenoles totales (PTs)

Para la determinacion de PTs los extractos acuosos se usaron tal como fueron extraidos (sin

dilucion adicional). La cuantificacion siguid la técnica de Singleton y Rossi (1965).
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Brevemente, a 80 pL del extracto de cebolla se le agregan 250 uL de reactivo de Folin-
Ciocalteu, 1 mL de NaCOz y 3,6 mL de agua destilada, en ese orden. Luego de
homogeneizar, se incubd una hora a 37°C para permitir el desarrollo del color y finalmente
se midio la intensidad de color azul en un espectrofotometro Beckman DU Series 500
UV/Visible a 765 nm. Se realizaron tres repeticiones analiticas por muestra (por cada
individuo F,). Se calculé la concentracion de PTs por interpolacion con una curva estandar
construida con &cido galico de 0, 50, 100, 150, 250. 300, 500, 650, 750, 1000, 1250 y 1500

mg/L. El contenido de PTs se expresé como mg de acido galico / Kg pf.
2.2.6. Determinacion de actividad antiplaquetaria in vitro (IVAA)

Para la determinacion de IVAA los extractos acuosos se utilizaron tal cual fueron
obtenidos (sin diluciones adicionales). La determinacion se realiz6 en sangre entera
(Cardinal y Flower, 1980) de acuerdo a Gonzalez et al. (2009) utilizando un agregdémetro
de impedancia eléctrica (Chrono-log Corp, Havertown, Penn). Se extrajo sangre de 2
donantes sanos que 72 hs previas al analisis no habian consumido aliaceas, café, cerveza
negra, jengibre, chocolate, vino, jugo de uvas, bebidas energizantes, té otro producto de
conocida accion antiagregante. El consumo de &cido acetilsalicilico se restringié 14 dias
antes del estudio debido a su fuerte efecto antiagregante de plaquetas. La sangre fue
extraida por venopuncién en el Servicio de Hematologia del Hospital Central de acuerdo a
protocolos del hospital. La sangre fue anticoagulada con citrato de sodio al 3,8% en una
relacion 1:9 v/v, (citrato/sangre) y posteriormente diluida 1:1 (v/v) con TRIS buffer salino
(TBS), pH 7,4. Para todos los ensayos, 1 mL de sangre/TBS fue transferida a una cubeta de
agregometria conteniendo un barra magnética, para producir la agitacion. Las cubetas se
colocaron en el agregémetro en la posicién de incubacién a 37 °C durante 3 minutos.
Transcurrido este tiempo se agreg6 el extracto acuoso de cebolla en una dosis de 150 o 200
pML (para donante 1 y donante 2, respectivamente). Posteriormente, se insertaron los
electrodos en la mezcla y la agregacién fue inducida por la adicion de 2,5 mL de colageno
(Chrono-Log, Corp). Los cambios en la impedancia eléctrica fueron obtenidos luego de 6
minutos, estos cambios fueron proporcionales a la agregacion plaquetaria (el equipo arroja
directamente valores de agregacion plaquetaria). La AAIV se expresé como porcentaje de

inhibicién de la agregacion plaguetaria respecto a valores de agregacién en controles
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negativos sin el agregado del extracto de cebolla. Cada muestra se midié 3 veces. La dosis
de extracto de cebolla agregada se definid en base a las curvas dosis-respuesta realizadas de
acuerdo a Sance et al (2008) y Gonzalez et al (2009), en este caso las dosis ensayadas
fueron 50, 75, 100, 150 y 200 uL de extracto de cebolla. Se selecciono para cada donante la

dosis que, interpolando en la recta, produjera una agregacion del 50%.

Para cuantificar la respuesta en la agregacion se calculd la dosis necesaria para inhibir el
50% de la agregacion (IC sp). La ICso se expresd en mg de peso fresco/mL de sangre entera
(la I1Csp se obtiene originalmente en pL de extracto y posteriormente se pasa a mg de peso
fresco considerando el volumen de extracto y la dilucion 1:2 que se realizo al obtener el

extracto).

2.2.7. Determinacién de carbohidratos por cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC)

La deteccion y cuantificacion de glucosa, fructosa, sacarosa, rafinosa y
fructooligosacéridos (kestosa, nistosa y fructofuranosilnistosa) se realizé por cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC). La cromatografia se llevo a cabo con un equipo marca
TSP (Thermo Separation Products, Inc., USA) que incluye: bomba cuaternaria (P4000),
unidad desgasificadora de solventes (SCM 1000), auto-muestreador (AS 3000) con véalvula
de inyeccién de 100 pL y un detector evaporativo de masas ELSD 500 (Alltech, Deerfield,
IL). Las condiciones del detector aplicadas en el ensayo fueron: temperatura del drift tube:
85°C; flujo del gas carrier (gas flow): 2,2 y presion del gas: 16,2 psi. La columna analitica
utilizada fue una Prevail Carbohydrate ES (polimérica, fase amino) de 250 x 4,6 mm con
particulas de 5 um (Alltech) y una pre-columna del mismo material (Alltech). La columna
se mantuvo termostatizada a 25°C y se inyectaron 20 ul de jugo previamente filtrado por
membrana de Nylon de 0,45 um de poro, asi como de estandares comerciales. Para la
corrida cromatografica de 30 min se empled una fase mévil consistente en un gradiente
lineal de una mezcla de 2 solventes: A: Acetonitrilo grado HPLC (J.T. Baker, USA) y B:
Agua grado HPLC (J.T.Baker) seguida de una corrida de diez min para re-equilibrar la
columna con las condiciones iniciales previo a la inyeccion de la siguiente muestra. Con el
mismo sistema cromatografico se realizaron curvas de calibracion para ocho niveles de

concentracion de todos los analitos estudiados para realizar la cuantificacion. Los solventes
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utilizados fueron todos calidad HPLC marca Baker (J.T. Baker, USA). El flujo de corrida
se mantuvo en 1 mL/min. Se realizaron curvas de calibracion para ocho niveles de
concentracion de todos los analitos estudiados para realizar la cuantificacion. La
determinacion de los oligosacaridos individuales y fructooligosacaridos se realizo segun lo

reportado por Insani (2010).

2.2.8. Andlisis estadisticos

Los analisis de la varianza, los analisis de comprobacion de normalidad (mediante la prueba
de Shapiro-Wilks) y las correlaciones se ejecutaron utilizando el software InfoStat version
2014 software para Windows 4.0 (Di Rienzo et al., 2013). Las comparaciones de medias se
realizaron segun Fisher. Valores p <0.05 fueron considerados significativos. La desviacion
estandar se calculé como el cuadrado de la varianza. El coeficiente de variacion se calculo
como el cociente entre la desviacion estandar y la media y luego este cociente se multiplico
por 100. La heredabilidad en sentido amplio (H?) se calculé usando datos transformados
(Log o raiz) para lograr normalidad-, mediante la siguiente formula: H*= Vg/Vf, donde Vg
es la varianza genética calculada como la varianza fenotipica de la F, — la varianza
ambiental calculada en base a la varianza de las poblaciones parentales, Vf =varianza de la
F,-varianza padres, de acuerdo a Mahmud y Kramer (1951).

Se realizd analisis de correlacion simple entre los caracteres evaluados mediante el
coeficiente de Pearson. Las segregaciones en las F, se consideraron transgresivas cuando al
menos un individuo presentaba valores menores o mayores en dos desviaciones estandar

respecto de los valores menores o mayores de los parentales (Barchi et al. 2012).

2.3. Resultados
2.3.1. Peso de bulbo

Se grafico la distribucion de frecuencias en las F, y se evalu6 el tipo de segregacién en las
progenies de cada cruzamiento (Tabla 2 y Figuras 5 a 11). Las variedades parentales
tuvieron en promedio los siguientes pesos de bulbos: Refinta 20 = 61,2 g, Antartica INTA =
89,8 g, Angaco INTA = 101,5 g, Cobriza INTA = 102,2 g, Valcatorce INTA =112 g, y

Navidefia INTA = 129,3 g. En general, las distribuciones presentaron una asimetria
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positiva, siendo los valores de peso menores los mas frecuentes. Respecto de los valores
paternos de peso, las poblaciones F, mostraron valores medios menores a los valores
medios de las variedades parentales en todos los cruzamientos evaluados. El analisis de la
varianza arrojo diferencias significativas entre los distintos cruzamientos. El valor medio de
peso de todas las poblaciones F, provenientes del cruzamiento Cobriza INTA x Navidefia
INTA resulto6 significativamente mayor que el del resto de las poblaciones y el valor medio
del cruzamiento Refinta 20 x Angaco INTA resulté menor, pero no se diferencio
significativamente de los cruzamientos Refinta 20 x Refinta 20 y el cruzamiento Navidefia
INTA x Angaco INTA (Tabla 4). Por otro lado, se detectaron individuos transgresivos para

este caracter en todas las poblaciones estudiadas.

H? para peso de bulbo varié entre 33,1 y 84% (Tabla 3), con H?> promedio para las 22
poblaciones del 69,3%, indicando que el peso de bulbo en cebolla esta determinado en gran
medida por factores genéticos (la accion conjunta de cada uno de los genes que contribuyen

a este caracter).
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Tabla 3. Valores medios, heredabilidad, asimetria y presencia de segregacion transgresiva de los caracteres peso, sélidos y piruvato en cada poblacion F,,

Se
T 2 § . . § . .
Cruzamiento Codi N Peso H Segr A§|me ss sts gr A§|me ST HZST Seg’s A:S|met PV 2 o Se§gr. A§|me
go o pso tria tria T ria trioy  tria
SS
Angaco INTA = X 5196 500 2845+2390 033 + 181 686+171 090 + 045 687+295 079 + 153 1414079 069 + 053
Valcatorce INTA
Navidefia INTA X 5190 160 338443144 079 + 159 505+164 093 + 136 675172 092 + 116 073014 095 + 031
Angaco INTA
Refinta 20 x 1086 + 1264 +
e oA 2139 239 4020£2026 071 + 071 b 060 - 064 ra 003 - 067 288+083 063 +  -008
Refinta 20 X
Navidefia INTA 2140 105 3529+2263 081 + 0,54 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Refinta 20 X 5101 991 305741808 074 + 066 944+246 081 + 052 1153 & 19 12 1194033 069 - 0,09
Navidefia INTA 2,76
Refinta 20 X 9105 204 331442627 084 + 164 nd nd nd nd nd nd  nd nd nd nd nd
Navidefia INTA
Refinta 20  x 1233+ 1504 +
R oA 2143 174 572243126 080 + 139 2o 062 - 035 250 004 - 002 159+042 082 - 0,11
Refinta 20 X
e INA 2144 236 4913+2219 070 + 079 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Refinta 20 X 12,95 + 15,06 +
e INoA 2145 284 3093+2603 084 + 063 e 080 + 054 o 004 + 048  134+032 062 - 0,29
Refinta 20  x 1197  + 1484 +
N oA 2146 166 4449+2225 073 + 071 S 078 + 0,02 Py 095 - 018  156+031 066 - 0,28
Refinta 20 X 9107 197 457742335 075 + 140 nd nd nd nd nd nd  nd nd nd nd nd
Navidefia INTA
Refinta 20 x 1187 + 1365 +
e INA 2148 134 4380+1830 061 + 079 o 003 - 132 250 001 - 042  121+027 069 - 022
Antartica INTA X 1301+ 1537 +
e 2163 51 3846+2654 062 + 065 v 091 + -025 Lhe 078 - 033  nd nd nd nd
Refinta 20(1 ss) x ) 18,02 + ) 19,47 + ) )
Refima 20 (155 2164 82 3119+1242 075 + 030 %0 087 + -121 200 0,87 063  187+036 002 0,02
Cobriza  INTA X 5120 599 534944046 069 + 089 6634083 090 + 055 7514071 089 - 4116 113+021 078 - -0,62
Navidefia INTA
Cobriza  INTA X 5100 509 10756+4804 060 + 028 6754088 091 + 085 7614098 004 - 022 114+014 061 - 0
Navidefia INTA
Cobriza INTA X 5127 197 631143751 055 + 154 7664084 090 + -1,16 8594084 091 - 001  104+029 071 - 073
Navidefia INTA
Cobriza INTA = X 5129 513 716443422 047 + 040 nd nd nd nd nd nd  nd nd nd nd nd
Navidefia INTA
Cobriza  INTA = X 5100 100 773144088 059 + 048 691+203 086 + 469 7874200 093 - 4127  104+018 070 - 243
Navidefia INTA
Refinta 20 x Angaco 19,44 + 22,36 +
i 2200 87 2341+11,69 076 + 026 208 003 + -1.29 " 0.78 - 019  150£042 077 +  -0,02
Fﬁ?&ta 20 X ANGaCO. o500 gy 215941225 075 + 082 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Refinta 20 x Angaco 20,87 + 23,35 +
it 2203 93 2046+1592 081 + 063 o 003 + -089 e 083 - 08 154+021 083 - 0,281




Nota de tabla 3. Los datos estan expresados como media + desviacion estandar.
H?=heredabilidad en sentido amplio; SS=s6lidos solubles; ST=sélidos totales; P\/=piruvato.

8= Segregacion transgresiva; N=numero de plantas;
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2136 (Angaco INTA x Valcatorce INTA)
<

0,53+

Angaco INTA
Valcatorce INT,

frecuencia relativa

0,00 0,02 004 005 0,07 0,09 0,11 0,13 0,14
peso (en Kg)

Figura 5. Histograma del caracter peso de bulbo del cruzamiento entre Angaco INTA X
Valcatorce INTA (1 poblacion Fy).

2138 (Navidefia INTA x Angaco INTA)

Angaco INTA
Navidefia INTA

frecuencia relativa

X L —
000 002 005 o007 010 012 014 017 019

peso

Figura 6. Histograma del caracter peso de bulbo del cruzamiento Navidefia INTA x Angaco
INTA (1 poblacion Fy).
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Figura 7. Histograma del caracter peso de bulbo del cruzamiento Refinta 20 x Navidefia INTA (10 poblaciones F2).
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2163 (Antartica INTA x Refinta 20)

0,334

Antértica INTA
Refinta INTA

frecuencia relativa

0,004 T 1
0,00 0,02 0,05 0,07 0,09 0,12 0,14

peso (en Kg)

Figura 8. Histograma del caracter peso de bulbo del cruzamiento Antértica INTA x Refinta
20 (1 poblacion F»).

2164 (Refinta 20 Is x Refinta 20 hs)

0,28+

Refinta INTA

frecuencia relativa

0,00+ L
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,07

peso (en Kg)

Figura 9. Histograma del caracter peso de bulbo del cruzamiento Refinta 20 (individuos
seleccionados con alto contenido de sélidos) x Refinta 20 (individuos seleccionados con
bajo contenido de sélidos) (1 poblacion F»).
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2174 (Cobriza INTA x Navideria INTA) 2175 (Cobriza INTA x Navidefia INTA) 2177 (Cobriza INTA x Navideria INTA)
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Figura 10. Histograma del caracter peso de bulbo del cruzamiento Cobriza INTA x
Navidefia INTA (5 poblaciones F»).
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2200 (Refinta 20 x Angaco INTA) 2202 (Refinta 20 x Angaco INTA) 2203 (Refinta 20 x Angaco INTA)
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Figura 11. Histograma del caracter peso de bulbo del cruzamiento Refinta 20 x Angaco
INTA (3 poblaciones F»).

2.3.2. Solidos solubles (SS)

Esta variable varid, considerando valores medios poblacionales, entre 5,9 g, para el
cruzamiento Navidefia INTA x Angaco INTA, y 18,0 g para el cruzamiento de Refinta 20(1
ss = individuos seleccionados con alto contenido de sélidos) x Refinta 20 (|ss =individuos
seleccionados con alto contenido de solidos). Se grafico la distribucion de frecuencias para
evaluar el tipo de segregacion en cada cruzamiento (Tabla 2 y Figuras 12-18). Los
parentales tuvieron valor promedio de SS de 5,9; 7,0; 7,0; 7,1; 12,1 y 19,3 para Navidefia
INTA, Valcatorce INTA, Angaco INTA, Cobriza INTA, Antartica INTA y Refinta 20,
respectivamente. Las distribuciones de frecuencia para SS presentaron asimetrias variables
positivas 0 negativas dependiendo de cruzamiento, encontrandose también distribuciones
simétricas (figuras 1-8). Considerando todas las poblaciones, la asimetria predominante es

positiva, ya que 11 de las 16 poblaciones evaluadas presentaban un valor de asimetria

37




positivo. Se detectaron diferencias significativas para SS entre las F, de los diferentes
cruzamientos (Tabla 4).

En 13 de las 16 poblaciones se detectaron individuos transgresivos (figs. 12-18).

H? para SS vari6 entre 60,6 y 93,5% (Tabla 3) con una H? promedio de 85,1%, indicando
un alto componente genético (y no ambiental) para este caracter.

SS 2136 (Angaco INTA x Valcatorce INTA)

0.35+

frecuencia relativa

2.70 4.10 5.50 6.90 8.30 9.70 11.10 12.50
Solidos solubles (°Brix)

Figura 12. Histograma del carécter solidos solubles del cruzamiento Angaco INTA X
Valcatorce INTA (1 poblacion Fy).
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85 2138 (Navidena INTA x Angaco INTA)

0.50+

Navidefia INTA
Angaco INTA

frecuencia relativa

. 2.07 3.53 5.00 6.47 7.93 9.40 10.87 12.33
Solidos solubles (°Brix)

Figura 13. Histograma del caracter solidos solubles del cruzamiento Navidefia INTA x
Angaco INTA (1 poblacién F,).
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S5 Refinta 20 x Navidefia INTA (6 poblaciones F2)

Navidefia INTA
Refinta 20

582 883 1174 1488 1757 2048 2340 2631
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frecuencia relativa
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S5 2148 (Refinta 20 x Navidena INTA)

500

T —
750 10.00 12,50 15.00 2000
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Figura 14. Histograma del carécter peso de cruzamiento Refinta 20 x Navidefia

poblaciones F,).

INTA (6
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S8 2163 Antartica INTA x Refinte INTA)

0.50+

Antartica INTA
Refinta 20

frecuencia relativa

. —
8.12 10.10 12.08 14.06 16.04 18.02 20.00
Solidos solubles (°Brix)

Figura 15. Histograma del caréacter solidos solubles de cruzamiento Antértica INTA x
Refinta 20 (1 poblacion F»).

SS 2164 (Refinta 20(1 ss) x Refinta 20 (|ss))
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Figura 16. Histograma del carécter solidos solubles de cruzamiento Refinta 20(1sS) X
Refinta 20 (|ss) (1 poblacion F»).
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85 2174 (Cobriza INTA x Navidefia INTA)
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SS Cobriza INTA x Navideria INTA (4 poblaciones F2)
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Figura 17. Histograma del caracter solidos solubles de cruzamiento Cobriza INTA X

Navidefia INTA (4 poblaciones F»).
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55 2200 (Refinta 20 x Angaco INTA) 5SS 2200 (Refinta 20 x Angaco INTA)
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Figura 18. Histograma del caracter sélidos solubles de cruzamiento Refinta 20 x Angaco
INTA (4 poblaciones F,).

2.3.3. Solidos Totales (ST)

El contenido de ST vario, en promedio por poblacién, entre 6,75 g (para progenies de
Cobriza x Navidefia INTA) y 22,4 g (para progenies de Refinta 20 x Angaco INTA). La
distribuciones de frecuencias para ST en las F, se presenta en las figuras 19-25. Los
parentales tuvieron contenidos de ST de 6.9, 7.7, 8.5, 8.8 14.5 y 19.5% para Navidefa
INTA, Valcatorce INTA, Cobriza INTA, Angaco INTA, Antartica INTA y Refinta 20,
respectivamente. Trece de las 16 poblaciones analizadas presentaron asimetria positiva,
indicando una mayor frecuencia de valores menores a la media, comparable a los resultados
obtenidos para SS. Se detectaron diferencias significativas para valores medios de ST entre
las diferentes F, (Tabla 4). Individuos transgresivos se detectaron en 3 de las 16

poblaciones analizadas.

H? vari6 entre 78,1 y 95,6% (Tabla 3) con una H> promedio de 89,2% indicando —al igual
que para SS- que el contenido de ST esta condicionado, mayoritariamente, por factores

genéticos y no ambientales.
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Figura 19. Histograma del cardcter sélidos totales del cruzamiento Angaco INTA X
Valcatorce INTA (1 poblacion Fy).
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Figura 20. Histograma del carécter solidos totales del cruzamiento Navidefia INTA X
Angaco INTA (1 poblacion F»).
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Figura 21. Histograma del caracter sélidos totales del cruzamiento Refinta 20 x Navidefia

INTA (6 poblaciones F,).
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Figura 22. Histograma del caracter solidos totales del cruzamiento Antartica INTA X

Refinta 20 (1 poblacion F»).

45



0.394

0.304

0.204

frecuencia relativa

0,00+
1226

13.81

ST 2164 Refinta 20 x Refinta 20

1693 18.50
Solidos totales (g%g)

Figura 23. Histograma del caracter solidos totales del cruzamiento Refinta 20 () x Refinta

20 (altos sélidos) (1 poblacion F»).
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Figura 24. Histograma del caracter solidos totales del cruzamiento Cobriza INTA X

Navidefia INTA (4 poblaciones F»).
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Figura 25. Histograma del caracter sélidos totales del cruzamiento Refinta 20 x Angaco
INTA (2 poblaciones F»).

2.3.5. Piruvato

Esta variable tuvo un rango- en valores medios- de 0,73 mmol % g peso fresco para el
cruzamiento Navidefia INTA x Angaco INTA a 2,88 mmol % g peso fresco para el
cruzamiento Refinta 20 x Navidefia INTA. Se grafico la distribucion de frecuencias para
evaluar el tipo de segregacion por cada cruzamiento (Tabla 2 y Figuras 26-31).

Las variedades parentales tuvieron un contenido de piruvato promedio de 1,38; 1,54; 1,72;
1,81; 1,86 y 1,89 mmol % g peso fresco para las variedades Angaco INTA, Valcatorce
INTA, Antartica INTA, Navidefia INTA, Cobriza INTA y Refinta 20 respectivamente. Se
detectaron diferencias significativas entre los valores medios de piruvato en los diferentes

cruzamientos analizados (Tabla 4).

Por otro lado, 10 de las 15 poblaciones F, analizadas presentaron asimetria positiva,
indicando una mayor frecuencia de valores menores a la media. Por otro lado en 7 de las 15
poblaciones analizadas, se detectaron individuos con valores menores o mayores a 2
desviaciones estandar respecto del rango de valores paternos, indicando un tipo de
segregacion transgresiva para este caracter, debido a que aquellas poblaciones en las que se
encontraron individuos transgresivos, sus valores fueron mucho menores que las medias de

los padres, tal como se aprecia en los histogramas.
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Ademas se estudid la heredabilidad en sentido amplio del contenido de piruvato en cebolla
y se obtuvieron valores entre 61,0% al 95,0% (Tabla 3) con una heredabilidad promedio
entre las 15 poblaciones cultivadas en el mismo ambiente del 73,9 % indicando que la
variacion en el contenido de piruvato en cebolla esta determinado en gran medida por

diferencias genéticas entre las plantas y en menor medida por influencias ambientales.
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Figura 26. Histograma del caracter piruvato del cruzamiento Angaco INTA x Valcatorce
INTA (1 poblacion Fy).
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Figura 27. Histograma del caracter piruvato del cruzamiento Navidefia INTA x Angaco
INTA (1 poblacion F»).
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Figura 28. Histograma del carécter piruvato del cruzamiento Refinta 20 x Navidefia INTA
(6 poblaciones F,).
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Figura 29. Histograma del caracter piruvato del cruzamiento Refinta 20 (1 ss) x Refinta 20
Jd ss (1 poblacién F»).
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Figura 30. Histograma del carécter piruvato del cruzamiento Cobriza INTA x Navidefia

INTA (4 poblaciones F»).
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Figura 31. Histograma del caracter piruvato del cruzamiento Refinta 20 x Angaco INTA (2

poblaciones F,).
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Tabla 4. ANOVA. Andlisis de la varianza y comparacion de medias (Fisher) de los
caracteres peso, solidos solubles (SS) y totales (ST) y piruvato(PV) en los distintos

cruzamientos.

N° de Media
. poblacio N +/- desv.est.

Cruzamiento nes Fz ANOVA (Fisher)
Peso SS ST PV

Angaco INTA x Valcatorce INTA 1 200 28,45 + 23,9 B B A C

Navidefia INTA x Angaco INTA 1 160 33,85 + 31,44 AB A A A

Refinta 20 x Navidefia INTA 10 1895 41.95 + 23,06 c c C C

Antéartica INTA x Refinta 20 1 51 38.46 + 26,64 BC D D ND

Refinta 20(1 ss) x Refinta 20 (|ss) 1 82 31,19 + 12,42 AB E E D

Cobriza INTA x Navidefia INTA g 996 74.64 + 40,22 D B B B

Refinta 20 x Angaco INTA 3 262 24.82 + 13,29 A E F C

2.3.6. Poblacion 2143 (Refinta 20 x Navidefia INTA)

En esta poblacion se midid: sdlidos solubles, solidos totales, piruvato, actividad

antiplaquetaria, tiosulfinatos, polifenoles, flavonoides y carbohidratos. Para cada carécter se

calcularon variables estadisticas descriptivas (Tabla 5) y se graficaron histogramas de

distribucién frecuencias (Figuras 32 y 33). Se calculé H®> y se estimaron valores de

correlacion simple (r) entre los caracteres (Tabla 6).

Observando los histogramas de tiosulfinatos, polifenoles totales y flavonoides puede

observarse una tendencia a la mayor frecuencia de valores menores a la media, presentando

unos valores de asimetria positivos y mas altos respecto a las otras variables estudiadas. Las

variables contenido de carbohidratos (con excepcion del contenido de sacarosa) y la AAIV

presentaron asimetrias cercanas a 0, consistentes con distribuciones normales.
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Tabla 5. Valores medios, heredabilidad y presencia de segregacion transgresiva de los
caracteres tiosulfinatos, carbohidratos, flavonoides, polifenoles y actividad antiplaquetaria

in vitro en la poblacion F, 2143.

Poblacion 2143 (Refinta 20 x Navidefia INTA)

Segregacio

Variable N Media DE. CV  Min Max  Asimetn e
ria Transgresi

va
TS (mmol % g pf) 162 0,05 0,06 115,03 0,00 0,24 1,07 + nd
Fructosa (mg/g pf) 48 17,97 6,51 36,23 7,26 32,22 0,35 + 0,97
Glucosa (mg/g pf) 48 1099 7,81 71,07 1,11 2681 0,76 + 0,85
Sacarosa (mg/g pf) 48 13,14 4,67 3554 6,29 30,01 1,31 + 0,89
Rafinosa (mg/g pf) 48 477 1,79 37,59 0,49 9,47 0,52 Nd nd
1-Kestosa (mg/g pf) 48 18,19 4,58 25,17 1056 28,1 0,38 Nd nd
Nistosa (mg/g pf) 47 2528 791 3129 9,02 4679 052 Nd nd
Fructo-furanosil-nistosa 4o 5537 959 3638 387 4694 017  Nd nd
(mg/g pf)
> de FOS (kestosa,
nistosa y 48 6948 19,13 27,52 23,78 11584 0,19 + 0,97
fructofuranilnistosa)
FL(mmol % gpf) 111 12,59 9,53 75,65 0,71 50,23 1,88 + 0,52
PF (mg/ Kg pf) 104 667,24 270,43 4053 142,03 152906 1,01  + 0,70
AAIV 1 (% de inhibicién) 105 47,17 27,81 58,95 -125 100 0,14 - 0,94
AAIV 2 (% de inhibicién) 72 58,89 37,32 63,37 -22,25 100 -0,61 + 0,81

N= nimero de plantas: TS= Tiosulfinatos; H°= heredabilidad en sentido amplio; PF= polifenoles;
FL = flavonoides totales; AAIV 1= actividad antiplaguetaria en donante 1; AAIV 2= actividad
antiplaquetaria en donante 2. Nd= no determinado.

Los caracteres que mas variaron fueron los tiosulfinatos, AAIV y el contenido de
flavonoides, y los que menos variaron fueron PTs y carbohidratos. Dentro de los
caracteres que mas variaron, la AAIV tomo valores negativos, de hasta 100% sugiriendo
efectos proagregantes (en ambos donantes) extractos de algunos individuos F,. Esta

respuesta se dio en una baja proporcién (15 %) de individuos.
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Figura 32. Histogramas de los caracteres tiosulfinatos, flavonoides, piruvatos, polifenoles
y actividad antiplaquetaria del cruzamiento Refinta 20 x Navidefia INTA.
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Figura 33. Histogramas de los principales carbohidratos en cebolla del cruzamiento Refinta
20 x Navidefia INTA.

La Tabla 6 presenta valores de correlacion simple entre las variables. Se hallaron
correlaciones significativas (p < 0.05) entre TSs y piruvato, sélidos solubles, totales y
actividad antiplaquetaria, entre actividad antiplaquetaria y tiosulfinatos, piruvato y sélidos
totales para el donante 1 y entre actividad antiplaquetaria y piruvato, solidos solubles y
solidos totales y peso (entre AAIV y peso la correlacion fue negativa) para el donante 2,
entre polifenoles y peso (correlacion negativa), piruvato y actividad antiplaquetaria, entre
flavonoides y polifenoles, entre fructooligosacaridos y glucosa, y entre sacarosa y glucosa y

fructosa.
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Los valores de correlacién mas altos se obtuvieron entre solidos solubles y sélidos totales,

entre piruvato y tiosulfinatos y entre fructo-oligosacérido y glucosa.

Tabla 6. Coeficientes de correlacion entre los caracteres evaluados en la poblacion 2143.

TS Peso PV SS ST AAIV1 AAIV2 PTs FL FOS Glu Fruc

TS

Peso -0,16

PV 0,48* -0,36*

SS 0,28* -0,41* 0,24*

ST 0,36* -0,45* 0,36* 0,85*

AAIV1  0,34* -0,08 047 017 0,27*
AAIV2 022 -0,37* 0,54* 0,38* 0,43* 0,44*

PTs 0,07 -0,27* 044* 015 0,15 0,27 0,34*

FL -0,09 -0,02 0,02 006 012 -006 -0,00 0,31*

FOS 0,14 -0,04 002 -001 016 -005 -0,02 -0,1 0,16

Glu -0,18 -0,00 -0,09 0,12 -0,05 -011 -0,06 -0,11 -0,3 -0,51*

Fruc 0,0 014 -002 -013 -0,09 -0,13 -01 0,08 -0,04 -0,19 0,27

Sac 005 0,12 -0,09 -0,22 -0,21 -0,2 -0,27 -0,19 -0,10 0,11 0,43* 0,48*
*p<0,05

Ts= tiosulfinatos; PV= piruvato; SS= solidos solubles; ST= solidos totales; AAIV1= actividad
antiplaquetaria en donante 1; AAIV2= actividad antiplaquetaria en donante 2; PF= polifenoles
totales; FL= flavonoides; FOS= fructooligosacaridos; Glu= glucosa; Fruc= fructosa; Sac= sacarosa.
* denota valores significativos p<0.05.

2.4. Discusién

En este capitulo se estudié el tipo de segregacion, la asimetria, la presencia de segregacion
transgresiva, la heredabilidad, el nivel de variabilidad y las correlaciones entre variables de

interés agrondémico y nutricional en cebolla.
2.4.1. Peso de bulbo

Se distribuyd de acuerdo a un caracter poligénico, presentando una distribucién continua y
ajustandose al modelo poligénico, ademas las distribuciones fueron asimétricas en su
mayoria indicando la accidon preponderante de interacciones alélicas dominantes en los
genes implicados. Cuando la accion génica que determina un caracter tiene un componente
aditivo bajo, indica que los alelos para bajo y alto peso no estarian ligados en los padres, es
decir, en el padre de alto peso también es posible que existan alelos de bajo peso (Lin et al.,
1995). En general los valores medios de peso obtenido en las poblaciones F, resultaron
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menores a los valores parentales. Esto también indica una accion génica principalmente
dominante. Las diferencias significativas halladas en los distintos cruzamientos indican
variabilidad genética importante en las variedades parentales y, por lo tanto, en los
cruzamiento resultantes de ellas. La existencia de este nivel de variabilidad alto en el
caracter peso de bulbo es interesante a los fines de mejorar genéticamente el rendimiento

del cultivo de cebolla utilizando estos materiales.

Por otro lado, la existencia de individuos con segregacion transgresiva indica la existencia
de combinaciones alélicas favorables para el peso de bulbo que podrian incrementar el
rendimiento y no se encuentran representadas en las variedades parentales. Esto también
podria indicar que existen genes con alelos favorables para obtener altos rendimientos en
ambos padres de cada cruzamiento, aunque la mayoria de los individuos segregantes
tuvieron valores menores a los padres, lo que indica que esta combinacion favorables
hipotética es dificil de lograr con los materiales parentales evaluados en el presente trabajo.
Ademas de la accién complementaria de genes involucrados en este caracter, también es
posible que existan fenémenos epistaticos entre los mismos (Rieseberg, Archer, & Wayne,
1999). Los valores de heredabilidad en sentido amplio obtenidos son moderados de
acuerdo a (Robinson, Comstock, & Harvey, 1949) quienes clasificaron la H? en alta (>
60%), moderada (30-60%) a baja (< 30%). Estos valores moderados que fueron de 33% al
84% para el caracter peso de bulbo coinciden con los rangos de H? obtenido por otros
autores para este caracter. Degewione (2011) trabajo con accesiones de shallot y obtuvo
valores de H? de 84% para didmetro de bulbo, de 60,4% para rendimiento por planta y de
77,8% para rendimiento de bulbo por planta. Hosamani (2010) obtuvo una H? del 64%,
Mohanty, (2001) del 80.8% y Haydar (2007) del 48% para H? de peso de bulbo en cebolla.
Chattopadhyay (2013) obtuvo una H? del 97,9% para peso de bulbo en cebolla, este valor
superior a nuestros resultados puede deberse a las condiciones experimentales y a los
materiales estudiados ya que la heredabilidad es especifica para una poblacion y un

ambiente determinados.

Considerando las correlaciones halladas, seria posible en esta poblacion, seleccionar
cebolla con tamafios (peso) pequefios y pungentes, con alto contenido de solidos y fuerza

antiplaguetaria, tal como una de las variedades parentales Refinta 20, debido a las
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correlaciones negativas estadisticamente significativas obtenidas, pero seria dificil hallar
individuos con alto peso y alto contenido de sélidos, pungencia y actividad antiplaquetaria.
Ademas, la alta correlacion entre sélidos solubles y solidos totales hallada permitiria usar el
contenido de SS- determinacion metodologicamente mas sencilla y rapida- para seleccionar
para ST, tal como fue propuesto por (Mallor et al.,, 2011). Por otro lado, la baja y
estadisticamente no significativa correlacion obtenida entre sélidos totales y fructanos ya
ha sido reportada previamente a nivel molecular, McCallum (2006) encontré que regiones
cromosoOmicas diferentes y no ligadas entre si afectaban el contenido de materia seca y la
produccion de fructanos. Ademas, las correlaciones bajas entre peso de bulbo y contenido
de sacarosa y azUcares reductores indican que seria posible seleccionar en esta poblacién
para cebollas dulces tanto grandes como pequefias, lo que podria ser interesante
industrialmente (Wall, Mohammad, & Corgan, 1996). La baja y estadisticamente no
significativa correlacion obtenida entre sacarosa y azlcares no reductores indica que seria
dificil obtener cebollas dulces con alta actividad antiplaquetaria utilizando estos materiales.
Seria practicamente imposible seleccionar cebollas grandes con alto contenido de materia
seca usando estos materiales ya que estas variables estdn negativamente  (y
estadisticamente significativa) correlacionadas, tal como fue reportado previamente

(Hosamani, Patil, & Ajjappalavara, 2010).
2.4.2. Solidos solubles

Analizando las distribuciones de frecuencia y los valores de asimetria obtenidos para
solidos solubles es posible inferir un tipo de herencia poligénica y la accion preponderante
de interacciones alélicas aditivas. Esto esta en concordancia con reportes previos en donde
la accién genica predominante para el contenido de sélidos en cebolla es la aditividad (Wall
& Corgan, 1999) y a pesar de ser un caracter cuantitativo es facilmente explicado con un
modelo simple de dominancia- aditividad (Lin et al., 1995; Simon, 1995). Las diferencias
significativas halladas en los distintos cruzamientos indican variabilidad genética
importante para el contenido de sélidos solubles en las variedades parentales y, por lo

tanto, en los cruzamiento resultantes de ellas.

Por otro lado, la existencia de individuos con segregacién transgresiva indica la existencia

de combinaciones alélicas favorables en los individuos F, que no se encuentran
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representadas en las variedades parentales. Ademas de la accion complementaria de genes
involucrados en este carécter, también es posible que existan fendmenos epistaticos entre

los mismos (Rieseberg et al., 1999).

Ademas, los valores altos de heredabilidad para SS obtenidos —superiores al 60%-en todos
los cruzamientos analizados, sugieren que existe una proporcion importante de la
variabilidad fenotipica observada que estaria siendo explicada por diferencia genéticas.
Estos valores altos de heredabilidad superiores a 60% para SS concuerdan con otros autores
(Kadams & Nwasike, 1986; Simon, 1995; Mcallum 1968) aungue son levemente superiores
a los obtenidos por (Lin et al., 1995), esto es esperable ya que el valor de heredabilidad es

especifico para una poblacién determinada en un ambiente especifico.
2.4.3. Solidos totales

Analizando las distribuciones de frecuencia y los valores bajos de asimetria obtenidos para
solidos totales es posible inferir un tipo de herencia poligénica y la accion preponderante de
interacciones alélicas aditivas. Esto estd en concordancia con reportes previos, Hosamani
(2010) encontro valores altos de heredabilidad en sentido estricto para el contenido de ST y
postulé que esto seria debido a una accion génica aditiva. Las diferencias significativas
halladas en los distintos cruzamientos indican variabilidad genética importante para el
contenido de soélidos solubles en las variedades parentales y, por lo tanto, en los

cruzamiento resultantes de ellas.

Por otro lado, s6lo en 3 de las 16 poblaciones analizadas, se detectaron individuos con
segregacion transgresiva, indicando que los alelos para alto —o bajo- contenido de ST estan
ligados en los genotipos parentales y por lo tanto las combinaciones alélicas ideales para

obtener altos ST ya estan representadas en los genotipos parentales.

Ademas los altos valores de H? del contenido de ST obtenidos en todos los cruzamientos
analizados indican que es posible seleccionar por alto contenido de sélidos teniendo baja
influencia ambiental, ya que la mayor parte de la variabilidad observada es debida a causas

genéticas tal como se reportd previamente (Hosamani et al., 2010).
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Debido a que se hallaron individuos con altos valores de solidos totales en las poblaciones
analizadas, es posible predecir que estos materiales podrian servir para planes de
mejoramiento tendientes a mejorar la vida poscosecha de la cebolla, ya que el contenido de
materia seca esta directamente relacionado la vida poscosecha de la cebolla (Fosket &
Peterson, 1950).

2.4.4. Piruvato

Analizando las distribuciones de frecuencia y los bajos valores de asimetria obtenidos para
el contenido de PV se puede inferir la herencia cuantitativa de este carécter y la accion
génica preponderante aditiva tal como fue reportado previamente por Pal & Singh (1988),
Lin (1995) y Simon (1995). Ademas, se encontraron 10 de 15 poblaciones con asimetrias
positivas, lo que indicaria una mayor frecuencia de valores de PV bajos, lo que también
concuerda con la dominancia para bajo contenido de piruvato reportada por Simon (1995).
Por otro lado, la existencia de individuos con segregacion transgresiva indica la existencia
de combinaciones alélicas en los individuos F, que no se encuentran representadas en las
variedades parentales. También es interesante indicar que todos los individuos segregantes
tuvieron valores de PV menores a dos desviaciones respecto del padre de menor contenido
en 13 de los 15 cruzamientos analizados, lo que también concuerda con la dominancia para
bajo contenido de piruvato reportada por Simon (1995). La heredabilidad en sentido amplio
del contenido de piruvato fue en todos los cruzamiento analizados superior al 62%, lo que
estd en congruencia con las H? reportadas para PV por Lin (1995) y Simon (1995) que
fueron de 0,48 a 0,7 y también con las heredabilidades en sentido estricto reportadas por
Wall (1996) que fueron de 0,25 a 0,53. La existencia de individuos F, con valores de
piruvato menores a 3,5 umol/g, que de acuerdo a Mallor (2011) serian consideradas
cebollas muy suaves o extra dulces, serian muy interesantes a la hora de seleccionar
cebollas con estas caracteristicas, como podria ser, por ejemplo para uso en fresco, en

ensaladas o en hamburguesas, tal como lo propuso Platenius (1941).
2.4.5. Tiosulfinatos

El histograma para TS del cruzamiento 2143 sugiere una accion poligénica, pero de pocos

genes, ya que se obtuvo una distribucién continua consistente con una distribucién
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poligénica, pero con una marcada asimetria positiva, es decir con una frecuencia de valores
bajos de TS muy alta. Esta asimetria podria ser explicada considerando la relacion
estequiométrica entre los tiosulfinatos y la pungencia en cebolla ya que son producidos en
la misma reaccion (Lancaster & Boland, 1990) y para el contenido de piruvato, Simon
(1995) reportd que podria estar determinado por pocos genes ya que a pesar de ser un
cardcter cuantitativo, su herencia es facilmente explicada por un modelo simple de
aditividad-dominancia. Otra posible explicacion a la marcada asimetria positiva observada
en la distribucién seria un efecto dominante de bajo TS sobre alto TS. Por otro lado, se
encontraron individuos con segregacion transgresiva, lo que indica una accion
complementaria de los alelos intervinientes en este cardcter y también indica la existencia
de combinaciones alélicas en los individuos F, que no se encuentran representadas en las
variedades parentales. En estudios futuros, seria interesante estudiar la herencia de los TS
en otras poblaciones y en otros ambientes, con disefios experimentales adecuados que

permitan estudiar las distintas acciones génicas intervinientes en este caracter.
2.4.6. Polifenoles totales

El contenido de PTs se distribuy6 de acuerdo a una distribucion cuantitativa lo que indica
una herencia poligénica. También se obtuvo una asimetria positiva, o que podria indicar
acciones genicas dominantes entre los alelos intervinientes. También se encontraron
individuos con segregacion transgresiva, lo que indica la existencia de combinaciones
alélicas en los individuos F, que no se encuentran representadas en las variedades
parentales. Por otro lado, los altos valores de H? del contenido de PTs obtenidos en todos
los cruzamientos analizados indican que es posible seleccionar por PTs teniendo baja
influencia ambiental, ya que la mayor parte de la variabilidad observada es debida a causas
genéticas. Bravo (2009) report6 que la presencia de polifenoles en plantas est4 determinado
por factores genéticos y ambientales, otros factores como la germinacion, grado de
madurez, variabilidad, procesamiento y almacenamiento también pueden influir en el
contenido de PTs, esto no parece estar en concordancia con el valor alto de heredabilidad
encontrado en el presente reporte, pero esto podria deberse a que la poblacion analizada se
cultivo en un ambiente uniforme. En estudios futuros seria interesante estudiar la

arquitectura genética del contenido de polifenoles en diferentes ambientes y poblaciones.
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2.4.7. Flavonoides

Los flavonoides fueron, al igual que los tiosulfinatos, uno de los caracteres que mas
variaron indicando una gran variabilidad genética en el cruzamiento analizado. También se
observo una asimetria positiva marcada para el contenido de Flavonoides lo que indicaria
dominancia para bajo Flavonoides pero no la accion de pocos genes, ya que el contenido de
polifenoles se distribuyé de acuerdo a un caréacter poligénico consistente con una
distribucion normal estdndar. Ademas se determiné la heredabilidad en sentido amplio del
contenido de flavonoides y se obtuvo un valor moderado de 0,52, menor al valor de H?
obtenido para polifenoles totales, lo que estaria de acuerdo a reportes previos que indican
que los flavonoides son sintetizados en respuesta a condiciones de estrés (Berhow, 1998) y
por lo tanto, son mas influenciados por el ambiente que los polifenoles totales. También se
encontraron individuos con segregacion transgresiva, lo que indica la existencia de
combinaciones alélicas en los individuos F, que no se encuentran representadas en las

variedades parentales.
2.4.8. Carbohidratos

Considerando a los carbohidratos en conjunto, esto es sumando el contenido de glucosa,
fructosa, sacarosa y fructooligosacaridos, se obtiene una distribucién continua y
ajustandose al modelo multigénico. Al considerar cada compuesto en forma individual, las
distribuciones son diferentes. Para rafinosa y FOS las distribuciones son aproximadamente
simétricas y continuas segin un modelo multigénico, pero para el contenido de sacarosa,
glucosa y frustosa, la distribucion resulta asimétrica que responderia a un modelo de pocos
genes. En shallot, se han reportados dos zonas cromosdmicas en dos cromosomas distintos
que dirigen la sintesis de glucosa y fructosa (Hang, Shigyo, Yaguchi, Yamauchi, & Tashiro,
2004), también en tomate se ha reportado la accién de un locus de efecto mayor como
responsable de la relacién fructosa/glucosa (Levin, Gilboa, Yeselson, Shen, & Schaffer,
2000). McCallum (2006) reporto distribuciones para contenido de glucosa y fructosa en
poblaciones F, altamente asimétricas y se ajustaron a un modelo de herencia bimodal. Por
otro lado, es interesante destacar que en el presente trabajo el contenido de
fructooligosacaridos se ajustd a un modelo multigénico, presentando una distribucion

simétrica, pero Mccallum (2006) encontré una distribucion bimodal congruente con una
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herencia de un gen mayor para el contenido total de carbohidratos. Mccallum (2006)
también encontrd distribuciones asimétricas hacia alto contenido de fructanos, lo cual no
coincide con las asimetrias hacia abajo contenido de fructanos halladas en el presente
trabajo. Estas discrepancias podrian deberse al bajo numero de muestras de este
cruzamiento en donde se analizaron carbohidratos en el presente trabajo (50 muestras
analizadas). Respecto de los anélisis de correlacion, Mccallum (2006) reporto correlaciones
negativas entre azlcares reductores y fructanos, coincidentes con los valores de correlacion
reportados en el presente trabajo. La heredabilidad en sentido amplio para contenido de
FOS result6 ser del 97% coincidente con las H? reportadas por Mccallum (2006) para este
caracter que fueron de 94 al 95%. Esto sugiere que la seleccion para alto contenido de
fructanos seria efectiva ya que la variabilidad estd casi totalmente explicada por causas
genéticas, esta baja influencia ambiental sobre el contenido de carbohidratos también fue
hallada por Kahane (2001). Finalmente, se ha propuesto que la herencia de carbohidratos en
cebolla esta determinada por pocos genes de efecto mayor, pero las interacciones
epistaticas también estarian presentes, lo que en ciertos casos desviaria la segregacion hacia
una herencia poligénica. Debido a que la herencia del contenido de carbohidratos es alta, es
probable que el mejoramiento para este caracter se desarrolle de manera rapida y eficiente
(McCallum et al., 2006).

2.4.9. Actividad antiplaguetaria

Esta variable tomd valores desde negativos a 100%, esto indica que existen diferencias
marcadas en el contenido de compuestos antiagregantes en cada individuo de la poblacion
F,. El valor medio para ambos donantes fue cercano a 50%, lo que indica que la dosis
escogida fue adecuada ya que permite comparaciones con trabajos previos en los que se ha
usado la I1Cso (dosis minima necesaria para inhibir el 50% de la agregacion). Ademas la
distribucion de frecuencias para el donante 1 fue bastante simétrica, pero para el donantes 2
resultd asimétrica hacia valores altos, lo que indica que este donante es mas sensible a los
compuestos antiagregantes. Estas distribuciones también permiten inferir un control
poligénico debido a que se acerca a una distribucion normal. Esto esta en congruencia con
los resultados de (C R Galmarini et al., 2001) que encontr6 2 QTL (loci de caracteres

cuantitativos) en dos grupos de ligamiento distintos que explicaban juntos el 40% de la
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variacion observada, y otros dos posibles QTL (con menor significancia estadistica) en
otros grupos de ligamiento. Esto indica que hay varias regiones cromosémicas con genes
responsables de la actividad antiagregante en cebolla, tal cual indican los histogramas aqui
expuestos. Por otro lado, los valores de heredabilidad en sentido amplio para actividad
antiplaquetaria obtenidos en el presente trabajo de 81 al 94% son levemente superiores a
los hallados por Galmarini (2001) que fueron de 36 al 54% probablemente debido a una
menor variacion ambiental en nuestros datos, ya que tanto el cruzamiento 2143 como las
variedades parentales fueron cultivadas en la misma parcela experimental, en cambio,
Galmarini trabajo en 2 localidades y en 2 afios consecutivos. Esta mayor varianza ambiental
obtenida por Galmarini (2001) afectaria la varianza fenotipica aumentandola vy

disminuyendo en consecuencia la heredabilidad.

Por otro lado, solo para un donante se encontraron individuos con segregacion transgresiva,
lo que esta también en concordancia con los obtenido por Galmarini (2001), pero es
importante destacar que los valores de AAIV no dependen solo del contenido de
compuestos antiagregantes presentes en cada individuo, sino que depende también de la
reaccion del donante a cada compuesto involucrado. De hecho (Briggs, Xiao, Parkin, Shen,
& Goldman, 2000) encontr6é que cada tiosulfinato poseia un efecto diferencial respecto de
la fuerza antiagregante y que existian también interacciones donante-inhibicion plaquetaria,
lo que sugiere que esta variable deberia analizarse en varios donantes. En conclusion,
nuestros resultados indican que la actividad antiplaquetaria en cebolla se ajusta a una
herencia poligénica, presentando acciones predominantemente aditivas aunque la accion
génica de dominancia también esta implicada, y presentando heredabilidades medias a
altas. Esto ultimo sugiere que la actividad antiplaquetaria es cultivar dependiente, tal como
previamente reportd Goldman (1995).

2.5. Conclusiones

Los valores de variabilidad encontrados para los caracteres estudiados sugieren que existen

diferencias importantes tanto en los padres como en los individuos F, para los caracteres en
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estudio y debido a los valores medios a altos de heredabilidad hallados, es posible inferir
también que parte de esta variacion observada es heredable. La heredabilidad de un caracter
es de importancia para el mejorador ya que define la efectividad de la seleccion y permite

escoger el mejor método de seleccion para eficientizar la seleccion (Buso & Costa, 1979).

La existencia de segregaciones tipo transgresivas para los caracteres peso, sélidos solubles,
piruvato, tiosulfinatos, carbohidratos, flavonoides, polifenoles y actividad antiplaquetaria es
interesante para los planes de mejoramiento tendientes a lograr lineas o variedades que
mejoren la oferta existente, pero no es una excepcién en el estudio de caracteres
cuantitativos. (Rieseberg et al., 1999) encontr6 que la segregacion transgresiva es bastante
frecuente y en el 91% de los caracteres cuantitativos estudiados presentaron al menos un
individuo con este tipo de segregacion. Encontré ademas que la segregacion transgresiva
ocurre mas frecuentemente en cruzamientos intraespecificos que involucran a materiales
endogamicos y en poblaciones de especies de plantas domesticadas, siendo menos
frecuente, en contraposicion, en cruzamientos interespecificos que involucran a materiales

no emparentados y en poblaciones naturales de especies silvestres.

Por otro lado, la existencia de correlaciones fenotipicas positivas estadisticamente
significativas entre sélidos, tiosulfinatos y actividad antiplaquetaria indican que es posible
desarrollar variedades de cebollas suaves —poco pungentes- con alto valor funcional. Pero
la correlacién negativa entre los caracteres previos y el peso sugieren una asociacion entre

cebollas de alto valor antiplaquetario de tamafios pequefios dificil de romper.
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CAPITULO 3

Desarrollo y evaluacién de marcadores moleculares microsatélites (SSRs) para ajo y

cebolla.*

* Trabajo desarrollado en colaboracion con la Ing. Karina Barboza Rojas (KBR).

KBR analizé las secuencias nucleotidicas del NCBI bioinformaticamente, disefié cebadores
para SSRs y evalud transferabilidad en aliaceas por electroforesis en gel de agarosa. Vanesa
Beretta realizo las evaluaciones de polimorfismo mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida, en accesiones genéticamente diversas de ajo y cebolla y en poblaciones F;

de cebolla.
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3.1. Introduccioén

Muchos caracteres importantes como el rendimiento, el contenido de compuestos benéficos
para la salud y la resistencia a algunas enfermedades estan controlados por multiples genes
y Se conocen como caracteres cuantitativos o poligénicos. Las regiones cromosomicas
que contienen genes asociados a un caracter cuantitativo se denominan loci de caracteres
cuantitativos (QTL; por “Quantitative Trait Loci”). La identificacion de QTL requiere del
andlisis conjunto de datos fenotipicos en una poblacion genéticamente estructurada (por
ejemplo, F,, F3, retrocruzas) segregante para el caracter de interés y un mapa de ligamiento
(“mapa genético”) basado en marcadores moleculares construido a partir de la misma

poblacion segregante.

Uno de los principales usos de los marcadores moleculares ha sido la construccion
de mapas de ligamiento (Collard et al., 2005). Los mapas de ligamiento han permitido
identificar regiones cromosdmicas que contienen genes simples y QTL (Mohan et al.,
1997). Los marcadores moleculares que estan estrechamente ligados a genes de importancia
agrondémica pueden servir como herramienta para la ‘seleccion asistida por marcadores’
(SAM) en programas de mejoramiento (Ribaut y Hoisington, 1998). La seleccién asistida
por marcadores consiste en evaluar la presencia/ausencia de un marcador para predecir
fenotipos de un caracter de interés, facilitando y acelerando las etapas de seleccion en los
programas de mejoramiento genético (Collard, et al. 2005).

Uno de los marcadores mas utilizados en la actualidad son los microsatélites o ‘SSRs’ (por
“simple sequence repeats”) que son secuencias de ADN repetitivas compuestas de motivos
cortos dispuestos en tandem (por ¢j., ATATATATATATAT...). En base al nimero de
bases nucleotidicas en el motivo bésico, los SSRs pueden ser di- [e.g., ATATATATATAT
= (AT)g], tri- [e.g9., ATGATGATGATG = (ATG)4], tetra- [CGTTCGTTCGTT = (CGTT)s],
penta- 0 hexanucleotidos. EI nimero de veces que el motivo basico se encuentra repetido
en el SSR se correlaciona positivamente con el grado de polimorfismo del marcador [i.e.,
SSRs con mayor nimero de repeticiones, por ejemplo (AT),o, suelen ser mas polimérficos
gue SSRs con bajo nuimero de repeticiones (AT)g] (Cavagnaro et al. 2011). Esto es
importante para su potencial utilizacion en SAM. Los marcadores SSRs tienen las ventajas

de ser codominantes, neutros, uniformemente distribuidos en el genoma y altamente
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polimérficos (Mahajan et al., 2012). Los marcadores microsatélites representan
herramientas ideales para el mapeo genético y deteccion de QTL.

La disponibilidad de marcadores SSRs polimorficos en las poblaciones F, de cebolla
segregantes para actividad antiplaquetaria y contenido de compuestos bioactivos (Capitulo
2 de esta tesis) permitiria su uso para la deteccion y mapeo de QTL para estos caracteres, y

su posterior aprovechamiento en SAM.

Las especies del género Allium poseen genomas enormes (comparado con otras especies de
plantas), con tamafios que varian entre 10-20 Gb (Ricroch et al., 2005). Esto, asociado a
una gran cantidad de secuencias repetitivas en sus genomas, ha complicado los estudios
gendmicos y ha imposibilitado la secuenciacion de sus genomas (MacCallum et al., 2012).
El desarrollo de mapas genéticos en alidceas se ha visto limitado por la dificultad para
obtener cruzamientos sexuales Yy poblaciones segregantes (por ej., en ajo), por los altos
niveles de heterocigocidad y secuencias repetitivas que poseen la mayoria de la especies y
por la escasez de secuencias disponibles en las bases de datos publicas (McCallum et al.,
2007).

Se han desarrollado pocos marcadores SSRs en aliaceas. En cebolla y cebolla de
verdeo se han reportado cerca de 200 marcadores SSRs (Kuhl et al., 2004; Fisher et al.,
2000; Tsukazaki et al 2008; Martin et al., 2005; Baldwin et al., 2012), mientras que en ajo
hay ~100, desarrollados a partir de secuencia genémicas y transcriptomicas (EST) (Lee et
al 2011; Cunha et al., 2012; Ma et al., 2009; Chnad et al., 2015). El desarrollo de
marcadores SSRs transferibles entre especies de alidceas, principalmente entre ajo vy
cebolla, facilitaria encarar estudios genéticos comparativos entre las hortalizas de Allium

mas importantes.

El objetivo del presente capitulo fue desarrollar y evaluar nuevos marcadores
moleculares microsatélites que sirvan como herramienta para asistir planes de
mejoramiento nacionales de cebolla, ajo y otras aliaceas. En particular, interesa su potencial

utilizacion para la identificacion y mapeo de QTL en las poblaciones de cebolla evaluadas
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fenotipicamente en el capitulo 2 de esta tesis. La identificacion de marcadores SSRs de uso
comun en ajo y cebolla permitiria la comparacion de mapas de cebolla con QTL

previamente mapeados en ajo para estos caracteres (Cavagnaro, 2007).

3.2. Materiales y métodos

Material vegetal

Se evaluaron los marcadores desarrollados en 16 accesiones de aliaceas; 4 accesiones de
ajo (Castafio, Nieve INTA, Rubi INTA y Morado INTA), 4 accesiones de cebolla (Morada,
Refinta 20, Navidefia INTA y Valcatorce INTA, una accesion de ajo elefante (A.
ampeloprasum var. ampeloprasum), una accesion de cebolla de verdeo (A. fistulosum L.),
una accesion de cebollino chino (A. tuberosum), una accesion de puerro (A. ampeloprasum
var. porrum), una accesion de shallot (A. cepa L. var. aggregatum), una accesion de A.
vineale, una accesion de ciboulette (A. schoenoprasum) provenientes del banco de
germoplasma del Instituto nacional de Tecnologia agropecuaria (INTA) E.E.A. La
Consulta, Mendoza, Argentina, y Tulbaghia violacea, una aliacea ornamental. Ademas, los
marcadores SSRs se evaluaron en muestras (seis individuos por poblacion) de dos
poblaciones segregantes F, de cebolla derivadas de cruzamientos entre Refinta 20 x
Angaco INTA y Refinta 20 x Navidefia INTA. Estas poblaciones se evaluaron

fenotipicamente en el capitulo 2 de la presente tesis.

3.2.1 Desarrollo y evaluacion de marcadores SSRs

Todas las secuencias utilizadas para disefiar cebadores fueron descargadas de la pagina web
del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI). Se utilizaron secuencias
transcriptas (EST) y genomicas (GSS) de ajo (A. sativum) y cebolla (A. cepa). Las
secuencias detalladas en la tabla 7 se utilizaron para disefiar 153 pares de primers
flanqueando los SSRs (Tabla 10). También se evaluaron primers publicados previamente
(Cunhaetal., 2012; KyungHo et al., 2009; Kuhl et al., 2004) (Tablas 8 y 9).
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Tabla 7. Secuencias utilizadas para el desarrollo de nuevos primers.

Especie Fuente N° de accesion Tipo Tamafio N° de
secuencias
Mb .
(Mb) analizadas
Ajo NCBI PRINA158177 EST 29,4 79.191
Cebolla NCBI GAAN01000001 EST 43.1 33161
Cebolla NCBI Todas las disponibles Gendmicas 5.1 4686

Para la deteccion de secuencias microsatélites a partir de las secuencias descriptas en la
tabla 7 se utilizé el programa MISA (Microsatellite identification tool) (Thiel et al., 2003).
Se consideraron microsatélites con una longitud minima de 12 para los di a
tetranucleotidos, 15 para los pentanucledtidos, 18 para los hexanucledtidos y 21 para
heptanucledtidos. Luego de identificar los microsatélites, se disefiaron primers en las
regiones flanqueantes a estos utilizando el programa Primer3 (v. 4.0.0) (Untergasser et al.,
2012). Se disefiaron cebadores de 18 a 24 bases de una longitud tal que produzcan
amplicones de tamafio esperado de 200 a 500 pb, con una Tm (temperatura de

desnaturalizacion) de 57 a 62 °C y un % GC (porcentaje de guaninia-citosina) de 40 a 70%.
3.3.2. Extraccién de ADN y Condiciones de amplificacion

De las 16 accesiones de aliaceas y de los individuos F, de las poblaciones segregantes se
extrajo ADN gendmico utilizando el método CTAB de Murray et al. (1980). Para ello se
utilizaron hojas jovenes que se congelaron con nitrogeno liquido y posteriormente se

molieron para su extraccion.

Las condiciones de amplificacion (PCR) fueron las siguientes: se utiliz6 un volumen final
de 20 pl que contenia 11,3 ul de agua destilada ultrapura, 3,5 pl de buffer de PCR 10x, 1,6
ul de dNTPs (2,5M de cada ANTP) 0,8 ul de cada primer (a partir de una concentracion de
5 uM), 0,3 pl de Taq polimerasa a 5 U/ ul y 2,5 ul de ADN gendmico (~ 50 ng ADN). El
programa de amplificacion fue el siguiente: un ciclo de desnaturalizacion a 94°C por 30

seg, seguido por 40 ciclos de 94°C por 45 seg, temperatura de hibridacion dependiente de
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cada primers por 30 segundos y 1 min de elongacion a 72°C, seguido de un ciclo final a
72°C por cinco minutos.

Se evalud presencia/ausencia de amplicones de tamafio esperado mediante electroforesis
en gel de agarosa al 3%, que se corrieron por 2 h a 90 voltios. Un ejemplo de 2 marcadores

corridos en un gel de agarosa al 3% puede verse en la figura 34.
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Figura 34. Gel de agarosa al 3%. Se verifica la amplificacion diferencial de un marcador en 16
accesiones de aliaceas: (calles 1-4) 4 accesiones de ajo (Castafio, Nieve INTA, Rubi INTA y
Morado INTA),(calles 5-8) 4 accesiones de cebolla (Morada, Refinta 20, Navidefia INTA y
Valcatorce INTA, (calle 9) una accesion de ajo elefante (A. ampeloprasum var. ampeloprasum),
(calle 10) una accesion de cebolla de verdeo (A. fistulosum L.), (calle 11) una accesion de cebollino
chino (A. tuberosum) y (calle 12) una accesion de puerro (A. ampeloprasum var. porrum), (calle 13)
una accesion de shallot (A. cepa L. var. Aggregatum), en las Gltimas 3 (calle 14, 15 y 16) (A.

vineale, A. schoenoprasum y Thulbagia violacea) especies no amplifica. MP: marcador de peso.

3.2.3. Analisis de transferibilidad entre especies

Se evalud la transferabilidad de los 153 pares de cebadores disefiados sobre secuencias de
ajo y cebolla (Tabla 7) en 16 accesiones correspondientes a 10 especies de aliaceas.
Adicionalmente, se evaluaron en las 16 accesiones 112 pares de cebadores para SSRs de
ajo y cebolla publicados previamente (Tablas 8 y 9). Como marcador transferible, se
consider6 aquel que amplificaba un producto de PCR de tamafio esperado en al menos una
especie distinta a la especie a partir de la cual fue desarrollado (ajo o cebolla). Un marcador

se considerd 100% transferible si amplificaba en todas las accesiones y especies ensayadas.
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3.2.4. Analisis de polimorfismo de los marcadores

Se evalud el polimorfismo de aquellos marcadores que previamente resultaron positivos en
agarosa, por electroforesis en geles de poliacrilamida, debido a la mayor resolucion que
poseen los geles de poliacrilamida respecto a los primeros. Para la electroforesis en
acrilamida se siguié el protocolo de Marfil et al. (2006). Se utiliz6 una camara de
electroforesis modelo Sequi-Gen® GT System (Bio-Rad). Las condiciones de
electroforesis en poliacrilamida fueron las siguientes: se utilizaron geles de 30 x 40 cm, de
0.4mm de espesor al 6% de acrilamida y 4% de relacion acrilamida: bisacrilamida (19:1)
en urea 6M. Se usé TBE (Tris 100mM, acido bérico 83mM, y EDTA 0,5M pH8) como
buffer de corrida. La electroforesis se realizé a 1500v, 60w y 40 mA por 3 horas. La tincion
se realiz6 con nitrato de plata segin Beidler et al. 1982, modificado por Posso Duque et al.,
(2008).

Se evaluo el nivel y tipo de polimorfismo, considerando los marcadores como dominante
(presencia/ ausencia), o0 marcador codominante (permite identificar ambos alelos) en cuatro
accesiones de ajo y cuatro de cebolla (las mismas accesiones de cada especie en las que se
evaluo transferibilidad por electroforesis en agarosa). Ademas se evalud el polimorfismo en
2 poblaciones segregantes de cebolla tipo F, denominadas “RxA” (Refinta 20 x Angaco
INTA) y “RxN” (Refinta 20 x Navidefia INTA), evaluadas fenotipicamente en el capitulo
anterior.

Tabla 8. Cebadores de cebolla evaluados publicados previamente*

Tamafno |N° de
Primer |tamafio |Primer Forward (5°-3”) Primer reverso (5°-3°) esperado | accesion
(bp) (NCBI)
ACMO00 1 ATCGGCCATGGCGTCTA |GGCAGTTTCGGAAGTCCA 207 BQ58008
3 A G 8
ACMO00 TCGTTCTTTAGAACACGT | TGTCGGCGGATATAGTGA
26 214 B1095629
4 TAGGAA CA
ACMO00 CGCTTCAGCAGTGAGTT |TGTTGTCCGATACAGAGTT
14 205 B1095610
5 GTT GCT
ACMO00 ” GCAGTTCTCCCTTTGTAA | GTGATGGATGAGTGGATG 201 BQ58018
6 AATCA GA 4
ACMO00 |18 GCCGGAAGAGGAGAAG |CATAATTCCCATGGCTTTG (214 BQ58022
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8 AAGT C 1
ACMO0 GCAACGGTAGAAGAACC | AACCTCTTTTGGTGCCTCC CF43667
9 18 TGC T 295 8
ACMOL CAACCTCGAAGAACTCA |GCGAATCTTGTTTTTGGGA CF43939
3 2! CCG A 1o 8
ACMOL ACCACCAGCCTCACAAA | GGCCTTTTGCCAACAGTA CF43543
4 o AAG GA 225 2
ACMOL ACCAAAACAGCCTTCAC | TTTTTGAGTGGAGATTGG CF43789
5 o CAC GG 2re 4
ACMO1 ATGGAAGCCTCGGGTCT | GCCGTAAGTCGAGGGTAG CF45166
6 2 G AA ) 2
ACMOL GGGGAATGGTGGAGAAT | AACAGAGGCAAGAGGAG CF43899
8 18 AGA CG 27 5
ACMO1 GCTCCCAACTGCTATCC CF44703
. 15 A TCCCTCGCTCTATCTTCCG | 280 .
ACMO2 AAAACCCTCAACATCTC |TCTCTTCTTCCTCGTCCTG CF44560
1 o ACTCC C - 0
ACMO2 CCCACTCGCTTTCATACT | CCACTCCTCTTACTGCTTC CF44894
3 o GC cc 23 1
ACMO2 CCCCATTTTCTTCATTTT |TGCTGTTGCTGTTGTTGTT CF44687
4 %0 CTCA G ) 3
ACMO3 CCAAAGCCGACCTCCTC CF43474
] 12 . CGTGGGAAGACCAAGGGT |190 .
ACMO3 ATAGCGACGATGAGGAC | CCCTGGCTTTCTTTTCCAT CF43479
2 18 GAT A 106 1
ACMO3 CCTTCTCCCCATTCTCTT |ATCATCGTCCTCGTCCTCA CF43949
; 15 - : 252 .
ACMO3 CACCTTGGACCGTGAAG |CTGCTGTTTGGAGATGTG CF43941
4 o AAC GA 249 6
ACMO3 AAAACATTGCGGAGAAA | TCATCAACATCACAAGAA CF43950
6 o GC CACA 260 2
ACMO03 GACCGACTCCAAAGCCA | CTCTCCCGTTCTCAAAATG CF43892
, 21 A . 269 :
ACMO3 ATGCCAGACTACGACAA | ACGCCTACCAACCTTCAA CF43908
8 o CGA TG 210 6
ACMO3 | TGGGTCAGCAAGAGGGT | CCAGTGTGTGTAATGCGG | CF43961
9 G TC 8

72




ACMO4 TATCCGACACTTGCGAC |GCTCAACATTATTACCTGC CF43690
0 %0 cT CG 194 2
ACMO4 CCAATGATGGAAAGGTG | CTCAGAATCGTCGTCCTCG CF43955
1 o GAA T 197 8
ACMO4 TCATCAACACCAACAAC | TCTGTGAACCTCCTCAAGC CF44696
2 o AACA A 21 9
ACMO4 GTCAAAGGCGAGAAAA | CCCCAAAACAATCATCCT CF44407
4 o GTCG CA ) 2
ACMO4 AAAACGAAGCAACAAA | CGACGAAGGTCATAAGTA CF45037
5 2 CAAAA GGC - 2
ACMO4 CATTCATCTACTCTCTTC | GAGGTCATTGGTTTGGTTA CF44752
7 18 TTCAGCC GC ) 2
ACMO4 TAACGACATCCCTACCG | GCTTCTTCTTCCACTTTCG CF44772
. 18 . . 159 -
ACMO5 CGGTTCTCTGTTTGGGAC | CCGTTTCGGCTACCTTGTA CF44782
. 35 N . 277 -
ACMO5 CAGCAGCAACAAAGAAT | CTGGGGAGAATGAGAAGC CF44865
2 2t GC AC 237 4
ACMO5 CTGGGCTCTTTTGTTCAT | ATGGTGGAGGTATGTGAG CF44903
3 18 cc GG 260 1
ACMO5 GAGTGAGAGGGGAAAT |AAAGATGGTTTGTTGGTG CF43507
4 18 GGAA GC 22t 3
ACMO5 TGTGTGGAAATCAGTAG | ATGACAACAGAACCGCTG CF44874
6 2 GCT G 242 0
ACMO5 GGAGTCACACAACAGAA | AAGAAGGAATAGAGATGT CF43577
8 2 ACACAA AGCCGA 245 1
ACMO6 ATCAGCAGCCTTCCCAG | ATCACACCCGCAAAAGAA CF43598
. 45 An : 209 -
ACMO6 GCGTTTGCTGAGAGATT | TTTCTTGCTGATGATGCTG CF44518
1 10 AGGA C ) 6
ACMO6 TGCCAAGGTGCATAAAA | TCACGCACATACCTCTCTG CF43931
3 2 ACA G - 8
ACMOG | GCTCTGATGGAGGATGG | TTCTTGCCATCTTTGTCGG | CF44932
5 TTC T 8
ACMOG | CTCCCCGCAACCAGTAA |GCTTGGGTTTTGITICTCC | CF43720
6 TAA A 9
ACMO6 |12 CGAAGGTGAAGGTGTAC | CAAATGGCTGCAATAAGC | 261 CF45046
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8 GGT AA 3
ACMO6 | TTCTGCGCTCTTCCCAGT [ CAAGCGGTTTGAAAAAGG | CF44982
9 AT AG 5
ACMO7 TCTCATTTCAACTTTCTA | CTGACATTTGCTCGACTGG CF44959
1 20 CCTATCC A ) 5
ACMO7 TGAATTCAGGCCAAACA | GAGGAAAGCCTGAAGAGT CF44158
2 e TGA AGCA 23 4
ACMO7 AAATTATGGGCCACCTC | CAAGATTGTCGACTCCCC CF44596
7 o cTC AT 140 0
ACMO8 GCATTATGCAGTAACGG | GCAGCAGCATTTGATTGA CF44906
0 18 GCT AC 199 8
ACMOB | _ CTGAAAAGAAACCCGCA | TCAGGATGCACTTGCTTCA | CF44799
1 GAG G 8
ACMO9 | TCTCCTCCTCTAACCAGC | GGTGCTCCAGTTGAGCTTT | CF44052
1 CA C 2
ACMO9 GCCAACAGTTTTCGTAA |ATTCTCTTCGGCTTTCGTG CF44258
3 2t GTTGA A ) 5
ACMO9 TGTGGGCAATTCACGTT | AAAAGTTGTGAACGGCAT CF44619
6 o ATG cc 200 1
ACMLI0 CCTTTGCTAACCAAATC |CTTGTTGAGAAGGAGGAC CF44342
1 o CGA GC 2 5
ACMLI0 ACGATTGTTTAATCGTCC | TATTCCAGCAGCAACTGT CF44422
4 18 GC CG 187 1
ACMLI0 CCTTCATTCCCAAAGCA | GCGATAAAGAGGGACAGC CF44983
7 o CAT AG 213 7
ACMLIL TTCCCAACAAACGTTCA | GTGAAGGGAGAGCAGTGG CF45000
2 o TCA AG 160 8
ACMLIL TCCATCTATGCATCTGCC | CTATTCTTCCACTGGGGCA CF44152
- 18 e N 221 -
ACML12 GCAAACTCATATAGTGC | GAACCGATTCTACGAGCA CF44194
1 o cGC GC 17 7
ACMOD | CATCTCCATCGCTATCAT | ACATTTCCAGTTGCCTCCA | BQ58023
1 CG A 8
ACMOD | CCAAAGACTCGTCTGCG | TCGCCAACTTAGACGATT | - BQ58025
2 AAC cc 8
ACMO0 | ATCGGCCATGGCGTCTA |GGCAGTTTCGGAAGTCCA | BQ58018
7 A G 0
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ACMOL AAATCGTTCGGATTTGTT | TATCTCGGTTGAACCCTTG CF44731
) 18 ac . 234 .
ACMO1 ATACCAAGGGCAAGGAG | GTGATTTGTTGGCGGTCTT CF43574
1 o CTT T 210 4
ACMO1 GGAGAAAAAGCCCGAA | ATTCCCATAGCCTTGCTTG CF44693
2 10 GAAG A 222 9
ACMO1 CCTTCTCCCCATTCTCTT CF43949
, 15 o CATCGTCCTCGTCCTCATC | 250 5
ACMO2 AACCTCTTTTGCTTACCG | TCCCTTTCATCTGCTCTTG CF45150
0 18 cc G ) 2
ACMO2 TGAGCAAAGAACAACAA | GCAAAGTAAGAAACAATA CF44702
2 12 ACCA AAAGAGAA ) 3
ACMO2 GCAGAAATAAGTGGATG | GGAGGAGGTGGAGGAGG CF45171
6 o GGG A 238 6
ACMO2 AAAAGATCGCCTTTTTCT | AGTGATCTATTGGGCGGA CF43954
7 1o TCA TG ) 6
ACMO2 CCCACATCAACTCCATA | CCAATGCCTCTGTCTAACT CF43498
9 10 cce cc 297 0
ACMO3 CGCTAATACTCTCTTTCC | TTACAGAATGTGGGGTCG CF43953
5 12 TTTTCA GT 130 6
ACMO4 GCTCCCAACTGCTATCC CF44703
; 15 A TCCTGATTTCCACTGTCGG | 166 .
ACMOA | TCCTCGTCACCACCACA | TCTGAAAGGGAGTAGCGG | CF44631
6 G AG 6
ACMO4 TGAACACGGGAAGCAGT | TCATCCAAAGGCTCAGGT CF44755
8 o AAT cT 169 5
ACMO5 CCACCAAATCAGCAAAA | CATAGTCAAACACGGACG CF44867
1 o GAAA GA 2 0
ACMO5 TTCCCAAAACGAAACCC | TGGCAGAGAATGAAGATT CF43521
5 o TA GA 20 6
ACMOS | CTACCACAGGGTGCGGA | TGATGACCAGAAACAGCG | CF43826
2 A AG 4
ACMO6 AATAAGAACACTGCGTG | TGCTACAGCCATTGACGA CF44555
4 2 cce AG 273 4
ACMO7 CTGGAGACCCAAATCTG | CACTTGAAAACAGCGTCC CF43945
4 o CAT AA 268 2
ACMO8 |15 GCGGATTGGATCATCAG | TTCTTGATTCCTCCGTTTG |- CF43804
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6 ATT G 7
ACM10 15 CGAATTTGTAATTATCG |TCTCCTTCAGTTCTTGGCG 266 CF44447
3 ATGGG T 6
ACM10 GACCCGAACCCATATTT |TTCTCGTGTGCACCTCTGA CF44158
6 10 TCTC C L 1
ACM11 GGGTATTGCGAGAAGCA | GCTTTCTGGAGATTTGCGT CF44998
0 o GAA T ) 0
ACM11 L5 ATCATTCACGTCGCCCTT | AGGGATCACCTGCATTTTT 136 CF45034
3 AG G 2
ACM11 AGCAAGAATTTAGTCCG |CGAGGTGTACCTTCATCG CF43778
6 o CGA GT 200 6
ACM11 CGCCATAGAACAAGGAG | ATCTTGAAGAGCTTTGCC CF45158
7 18 AGC GA 248 3
ACM11 TAGCAGGCATCAACGAA | TTCGGTTTTGGTTTCTGGT CF44004
8 10 GAA C 2% 4
ACM12 AATTGCACCGGAAGAGT |ATAGGGAGAGGGCGTTGA CF43759
3 o TTG AT 237 0
ACM12 AAAAAGGGTTTTATCAG |CCGCTGTTGAAATATGGG CF44593
5 20 TCGCA TT 194 1
*Referencia: Kuhl et al., 2004.
Tabla 9. Cebadores de ajo evaluados y publicados previamente*
Taman e de
Primer | Tamafio | Primer Forward (5°-3°) Primer reverso (5°-3°) ° accesion
espera (NCBI)
do (bp)
nsa0d | 42 AGACTTTTGGAGGCTAGG |CCCTGGTCTCTTTCAACCA 264 JN08408
GC A 5
nsa06 |10 GGGGTGTTACATTCTCCCC | ACCGCCTGATTTTGCATTA 102 JN08408
T G 6
re07 |14 CTCGGAACCAACCAGCAT |CCCAAACAAGGTAGGTCAG |229-  |[JIN08408
A C 235 7
TGATTGAAACGAATCCCA |GGGGGTTACCTGAACCTGT [209-  |JN08408
Asa08 16 CA TA 257 8
Asal0 |14 TTGTTGTTCTGCCATTTT |GATCTAAGCCGAGAGAAA |225- | JN08408
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239

9

Asala 1 TCTATCTCGCTTCTCAGGG | GCTGACAGAAGTAGTCTTT | 220- JN08409
sa
G CC 234 0
Asals ’3 CACGACTTTTCCTCCCATT | GCTAATGTTCATGTCCCCA |148- JN08409
sa
T GT 154 1
Asal? 80 TCCACGACACACACACAC |ATGCAGAGAATTTGGCATC |126- JN08409
sa
AC C 196 2
Asals 16 TCAAGCTCCTCCAAGTGT |TCGGGATATGACAGCATTT |254- JN08409
sa
CcC G 264 3
GAAGCAGCAAAGATCCAA JN08409
Asa20 12 . CGTGCAGAACTTAACCTT 260 A
TGGAGGGGGAAAAAGGA |TGTGAAGCAAGTGGGATCA JN08409
Asa23 10 271
TAG A 5
Asa2a Y TTGTTGTGCCGAGTTCCAT | CAGCAATTTACCAAAGCCA | 149- JN08409
sa
A AG 161 6
Asazs 60 GCACTTCACTTTCCCCATT | GGCGACGGTGAAGAGAGA |117- JN08409
sa
C G 127 7
GGGAGAGAATGGCTTGAT JN08409
Asa27 44 TG GGACAGCATCATCACCAC |127 o
Asa3l ’1 CAGAGACTAGGGCGAATG | ATGATGATGACGACGACGA | 237- JN08409
sa
G G 243 9
CGCTTACTATGGGTGTGT |CAAGTGGGAGACTGTTGGA JN08410
Asa59 12 290
GTC G 0
GB-
TTGGACTGAATTCTGAAT 288 EU9091
ASM- 18 GGGTGTGTGGTTCAAGGA
ACCT 302 32
035
GB-
266— EU9091
ASM- 50 CACAGCAACATGCACCAT | TGCCGGAACTCGATATT 136 23
040
GB-
ACAAGGTCGACATCGTTT 142— EU9091
ASM- 46 GGGCTTCACCTGAACACA
G 294 34
053
GB-
CTTGCCGGAACTCGATAT 278 EU9091
ASM- 32 CACAGCAACATGCACCAT
T 478 35
059
GB- 194— EU9091
58 CACGCGAATCTTTCTTGG |TGCAAAGCAATATGGCAG
ASM- 304 36
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*Referencias: Cunha et al., 2012; KyungHo et al., 2009.

3.3. Resultados

072
GB-

TGTTCCAACCAGATTTAAT 194— EU9091
ASM- 24 AAGTGGCGGTTGTGTCTG

GC 236 37
078
GB-
ASM 15 AATCTCCCTCCAAAGTCC |CCTGTATTTTGTGTAAAGC |[171- EU9091

C ATCA 174 38
080
GB-

107- EU9091

ASM- 12 GGTCTCCTCATCCACCGT |GTGTGGGGCATGATTGAC 245 39
109

Se realizd una busqueda de microsatélites con seis 0 mas unidades repetidas con una

longitud total de 12 pares de bases en 79.191 secuencias transcriptas no redundantes, que

representaban el transcriptoma de ajo y en 37847 de cebolla, disponibles publicamente en

NCBI. Se hallaron SSRs y se disefiaron 153 pares de cebadores flanqueando las secuencias

microsatélites (Tabla 10).

Tabla 10. Caracteristicas de cebadores y amplicones esperados para SSRs de ajo y cebolla

Tama | N° de
Tama .
. T |fo accesi
Nom . . fo Com
Motivo repetido . Cebador directo (5°-3’) | Cebador reverso (5°-3’) | m | esper | 6n
bre (nucle |ienzo
. * |ado |(NCB
otidos)
(pb) | 1)
CL76
GSS GCTGCTGGAGTTACT | AGCACATGTGTGTGT
(GGTTT)3 15 484 59 | 248 |6607.
R-1 GTTATTCA GGATCT L
CG41
GSS GCCAATCAGTTGATT | AGCGTAAAAATGCA
(TTG)9 27 233 60 | 297 |0149.
R-2 ACGCTTT AGAGTGC L
ESSR CAATTTTGTTCCAGG | GGTTGGTTACTAGA FS212
(AGT)5 15 150 58 | 343
-1 GATTCGTG GAGCAGC 622.1
ESSR ACAGCATCAAACAGC | CACAAATCCCTTGTT Fs212
(AAAT)5 20 406 59 |424
-3 CCAAG TTCCA 598.1
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ESSR TCAGTGAACCTTAGG | CCGTAATTGGTCACA FS212
(TA)32 64 256 59 | 378

-14 GGGTCT GTTAGGAA 352.1

ESSR CCCCTTCGGTTGTTTT | CTGGGTACGGTCGTT FS227
(AAG)8 24 73 60 | 296

-15 TCTT ATTGG 912.1

ESSR GTGGTTAGGGGAACC | CCGCTTCCTTTACTT FS227
(CTGCTC)3 18 488 59 | 346

-26 TTCAAA CTTCTTC 882.1

ESSR | (GAAGAG)3(GA | 11 | GOAGGACGAGGAAG | TTAGAGATTCAGCG || | Fs227

46 | G)7* TCGAG GTGCTGT 832.1

ESSR ATTCTGGAAACGACG | GCGTTGCATTATCGT FS227
(AGA)8 24 406 59 | 384

-48 GCTTTA ACCTTC 826.1

ESSR ACTCCCTCTCCAACT | CAAGGGTTACAAAG FS227
(AACGGC)4 24 235 59 | 379

-49 TCCAAC TCGCTGA 810.1

ESSR TGAGATTCACGGGCA | ATCCGATATCCCTTC FS227
(AC)10 20 267 59 | 385

-50 ATTACT ACCATC 804.1

ESSR GCTGCTGCAGAAGAA | CCTCCTCGACCTTAG FS227
(CTGCTC)4 24 357 60 | 388

-67 GTTGTTA CTTCCT 738.1

ESSR ACAAGAGTCCGACG | CTATCCTTGCCCCTG FS226
(AGC)6 18 241 59 | 375

-73 AAACTGA ACTTG 526.1

ESSR CCAAAGCTCCCATCT | CGTCGGCTCTCTTAT FS226
(CATCTC)5 30 17 59 | 227

-85 TCATC TTTGC 478.1

ESSR GTCGAAAGCGTAGCA | AACCTCTTTTGGTGC FS226
(CTGCTC)3 18 317 60 | 369

-115 CCAGT cTcCT 352.1

ESSR GTCGAAAGCGTAGCA | TCTCGGCTTCTGCTT FS224
(CTGCTC)3 18 351 59 | 352

121 CCAGT CTTTC 913.1

ESSR TGTTTTAGCCACCGT | GTATCAGTGGCCAC FS224
(GGT)4 12 188 60 | 264

-151 TCTCC CACCA 803.1

ESSR CCCTACTGTCGATGA | CTCCTCTCCAGCAAC FS224
(AAATC)3 15 172 59 | 368

-156 CTTAATGG CAAAT 797.1

ESSR GTCGAAAGCGTAGCA | TTGACATCTTCTCCA FS227
(CTGCTC)4 24 354 59 | 392

-176 CCAGT GCCTCT 980.1

ESSR GGACTCGCTTCTTTG | GGCCTTTAGCAGTGC FS226
(GAG)5 15 189 59 | 384

-206 AATGG AGACT 885.1

ESSR TCATTGCACTCGCAA | GGTTTCGTCGTCGGC FS226
(TCC)5 15 69 60 | 300

-230 ATGTC TTTAC 833.1

ESSR GAACACCACCTCATT | TCCGAGAAGAAGAC FS226
(TCC)5 15 69 59 | 375

-247 GCATTC GTACCC 779.1

ESSR TTCTCTCCGTCTGTTC | TGAAATATTGCACGT FS226
(CTT)4 12 366 59 | 397

-256 CTATCC ATCTGGTG 761.1

ESSR ACGTCTCTTCCTCGT | CCCTTCACCTCGTCC FS226
(CTCC)3 12 163 60 | 376

272 CCACTT TTGA 729.1

ESSR | (TAG)5 15 152 |CAATTTTGTTCCAGG |ATTGCCATTGGGAG |60 |391 |FS226
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279 GATTCGT AGAATG 691.1
ESSR CGAACAACAACATTC | TATCGTTCATGCCAC FS226
(CCTC)3 12 220 60 | 392
-284 AAAGCTC TCTTCTG 671.1
ESSR [ (TA)26(TG)B(CG | b0 | CCACTCATGGTAAAT | ACAGAAGGTATGCA | I~ [FS226
309 |)9 GCAGGT GCGTTCA 611.1
ESSR TCCTATGAAAGTAAC | AGGGATCTTCTCTTC FS216
(TCT)5 15 109 59 | 290
-350 GGCTCAA CTTTGCT 518.1
ESSR CCAGACAGATTGGGT | CTGCTTCCACAAGAT FS216
(AGC)6 18 155 59 | 377
-351 ATGTCC GAAGATG 516.1
ESSR AGACCGATCCCTAAC | CAACAGTTCAAACA FS212
(TTG)6 18 305 60 | 326
-382 ACGAAC TGGCAGA 742.1
ESSR AATAACCCGCAACCC | TCGGAACATACTGT FS212
(CAG)5 15 437 60 | 250
-384 ATTTC GAGTTCGT 720.1
ESSR TTTCCTGCTCAGAAA | GGCCATTTGCCTAGA FS212
(CTT)6 18 390 60 | 285
-387 CTTCCA CATTAAG 656.1
ESSR GAGCATCTATCAATC | GGATGCGCATTAAC FS212
(AGA)4 12 54 59 | 248
-388 TAGCACGTAA TTTCTGT 642.1
ESSR ACTGTACATGTTTCC | TGCTCGAATGAATG FS212
(ATT)5 15 107 59 | 391
-389 CAGCTTT AACCTCT 640.1
ESSR CAGATTCCTTTCTATT | TCTTTCTTCTCCCTCT FS212
(CAA)5 15 480 58 | 298
-391 CGTTGC TTCAGTAAC 628.1
ESSR ACAGCCATCACTTCC | AAGTAGGAAGCGAG FS222
(CTC)5 15 220 60 | 295
-424 AAACAT CTTCTGG 872.
ESSR [ (TCC)sacetecte(C [ o4 | TTATCTCCATCGACC | GAGGAGAGAGAGGA | I~ |FS222
427 | TT)4 CTTTCC GATCATGC 864.1
ESSR GTGACACACCCCATA | GCTGGAGAAGATGT FS222
(GCT)6 18 407 59 | 246
-444 CATGC CAAGGAA 820.1
ESSR GTCGAAATGGAAGAT | TGAAAAGGCGCTTG FS222
(AAG)7 21 301 59 | 297
-490 GGGTCT TATACTG 682.1
ESSR TTATCTCCGTCGACC | GAACGGAGGAGAGA FS222
(TCC)B(TTC)5 |33 91 59 | 293
-494 CTTTC GAGGAGA 676.1
ESSR CTCCCATCTCCTCTTC | TCGTAGTGGCACCTC FS222
(GTGCCG)3 18 318 59 | 285
-498 CAAA TTGTG 662.1
ESSR TAGTTACCAGCTTTG | TCCCCACATGTAAG FS216
(GCA)5 15 315 59 | 399
527 GGCTGA GATGAGT 025.1
ESSR [ (AAAAAATIIA | ,, | TAAAATCGCTTGCCC | ACGGAGGCGAGTAG | [ | FS223
557 | AAAAT)3* CAAAG TCGTG 434.1
ESSR AACACTGTTTGGGTG | GTTGCAACATGGCTT FS223
(GT)7(TGCA)3* |25 51 60 | 272
-562 CTTTTG TCTTGA 424.1
ESSR GCAGCAGTAGAAGA |AACCTCTTTTGGTGC FS223
(AGC)5 15 505 59 | 273
-566 ACCTGCT cTccT 418.1
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ESSR CGCCTTCTTCACCTC | GGCATCACGCTCCA FS223
(CGC)5 15 350 60 | 285

-589 ACGA CTTAT 338.1

ESSR TGGTTCAGACTTCAC | TGGAGGAGAGAGAT FS217
(CACG)14 56 35 58 | 285

-596 ATAAGCA AGTGGAAA 139.1

ESSR AGGGATGTCAGGGA | CCCATGATTTGATTT FS217
(TAAA) 16 215 57 | 280

-600 ATTTTT CCAAG 061.1

ESSR ATCAGTGGTAGGCAT | TTAGGTACAACACC FS217
(AGAAG)3 15 189 60 | 375

-602 GTCGTC CGACTGAA 031.1

ESSR CACCCAACAACGACA | CATCATCATTGTTCG FS215
(AGC)10 30 362 60 | 400

-609 AAACC ATGTGG 392.1

ESSR GGATAGGTTTTTCCA |CTGCTCCTTCCTCCC FS213
(TTGAAT)4 24 291 60 | 299

-612 GTTGGATTC TACAA 698.1

ESSR TCAGTCAAATCCTGA | CAGTCACGACACTG FS214
(AAAAT)3 15 218 60 | 248

-633 CTTCATACC GATTGG 281.1

ESSR GCCTCTGCCCTAAAT | TGAAACAGCGATGA FS213
(GA)9 18 212 59 | 296

-650 CAGTG AGAAGC 915.1

ESSR CCTCCTCTCCTCCTCC | AAGTCTGCGGCTGA FS227
(TTC)5 15 216 59 | 240

-677 ATCT TACGTT 395.1

ESSR CGCCTGTCATCCCTG | CAAGTGCTATCGCTG FS227
(GCTTCT)3 18 574 60 | 222

-685 TCTAT TGGAG 363.1

ESSR | (AAG)5 AACCGTTGCAACATC | AAGCCTCGGCATTCT FS226
15 525 60 | 299

-700 TCCAC CACT 082.1

ESSR | (AATGC)3 5 200 CCTCTTCCTTCCAGT | TACCAGTTCACCCCC 50 | 245 FS225

-718 GCAAA ATACC 982.1

ESSR CATGCGATCACCACA | ACCAGCAACTTCTTC FS224
(CCG)5 15 137 60 | 225

-769 CAATTA CGATCT 368.1

ESSR | (AGCAGG)4 04 <o, |ACCGCTTCTTCCTTG [GCAGCAGTAGAAGA [ I — [FS223

-807 ACATCT ACCTGCT 081.1

ESSR | (GGCMageta(TG | 4as | ACTGCCATGAATGCT [CAGTTACCAACCAC [ I~ [FS222

828 |G)5 ATGGAT CACCACT 959.1

ESSR | (GAG)8 CCTTTTTCGTCTTCGC | GGAATGGTGATTCTT FS216
24 343 59 | 295

-851 CTAGT CTCCTG 717.1

ESSR [ (TC)8 I 5, |CAACCTTATTCTAAA [GCACATGTTTCTCAT |~ |FS2is

-855 CCTGCTGTC CTTGTGA 697.1

ESSR GCAGAGGAATATATA | TATGGAGACATAAG FS212
(GCA)5 15 294 60 | 296

-862 ACCGAGGAA GGGCTGA 321.1

ESSR GGTTTGAGACCAGCG | CGCTTTGTTGGGTGA FS212
(AAG)5 15 306 60 | 267

-865 TTACCT TGTAGT 273.1

ESSR TCTTCCACCTTAAAC |TCCCCCTACGTTTTC FS216
(TCT)5 15 172 60 | 365

-871 CCATCC AAACTC 666.1

ESSR | (GATT)3 12 442 |CAAAGCGTGACTTCT | AACCAGGTCTTCCTA |59 |236 |FS216
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872 CTATTATGC AAGTCCA 662.1
ESSR GAAAGCAGCACTAG | ACAATTTCCATGTCC FS216
(TCT)5 15 361 60 | 396
-874 GCAGGTA GTGAAC 624.1
ESSR TCTCCCCTTTAAACC | CTACCGGTGGTGCTA FS213
(CCCTTT)3 18 315 59 | 384
-891 AAAACC AAGATG 233.1
ESSR AGTTCCAGCTCTTCG | TCCATCATCCCCTTC FS225
(ACTGGA)3 18 559 60 | 287
-920 GAGGAT TTCTC 834.1
ESSR CGAGGTCCAATGCAT | TTGATCTCCCTCAAA FS225
(CCCTAG)3 18 170 59 | 295
-960 CATC GCCTTA 730.1
ESSR GCAAATGATTAGAGG | CTGGGTAAAGCTAG FS224
(AGC)5 15 507 60 | 243
-988 CATCAGG GCGAAGT 263.1
ESSR TACATCCAACTCTCC | CAGAGGTGGCAGAC FS221
(ATCCC)3 15 381 60 | 295
-1038 GACTCC ATGACA 1211
ESSR TTTAGTGGCATTTTC | CAGAAGCAGGAACA FS219
(TGCTCC)6 36 623 60 | 240
-1074 GACTGG GGAACAG 530.1
ESSR CGATATAGCCACTCT | ATCTCAGCCGCAAA FS218
(CAC)5 15 284 61 | 288
-1082 TGACCGTA TTTACCC 266.1
ESSR AGTCGGGTAGCATCC | GGTTCGATCGTGCCT FS218
(TTC)5 15 531 61 | 265
-1097 AAACAC AAGTAGA 168.1
ESSR CGCTTGTAATTCTTA | ACCGTAAATCTCAG FS218
(AAAAG)3 15 258 59 | 297
-1100 cceTTee CCCATTT 142.1
ESSR CATGGCACCTTTATC | TGAACTCCTCTATCG FS210
(TCA)5 15 176 59 | 263
-1102 GACATT TTTGCAC 7111
ESSR CGTCCCGTACACAAT | GGTCCTGCAGCCAA FS210
(GGC)5 15 506 61 | 243
-1107 CGTAGA ATCAAT 513.1
ESSR CGAATAACCCCCGAT | CCTTCAAGCAACCG FS210
(CAT)5 15 103 60 | 250
-1108 ACATGA ATAAACA 499.1
ESSR [ (GAGT)Sgtgta(T | L1y | CCOATAAGGCATGCT | GCTTCGACAGAGGA | [~ | Fs212
-1244 | G)7 TTGTTTA CTGTCAC 619.1
ESSR CTCACTTCTCCCCAG | CAGTGGTTATCCAAT FS212
(TTG)8 24 191 59 | 250
-1249 ATCTACC CACCTCA 591.1
ESSR TCTTTGCATCTCTGTC | GGGGATGCCTTCCAT FS227
(AC)10 20 435 60 | 374
-1264 TTGCAT CTAATA 850.1
ESSR TCGATTTCGGTTGAG | CAACAGATGTTGGA FS224
(AGTCG)3 15 313 60 | 342
-1393 AAGAGA TGGAAATG 764.1
ESSR CGATGACTCCTCAAA | CACACACCGAGGAT FS227
(AT)8 16 135 60 | 388
-1404 AAGTGC CGACTAT 929.1
ESSR CAGGATTTCAACAAC | GAGTATGGGGTCAA FS227
(GT)9 18 405 60 | 281
-1407 ACATCG CATGTGC 929.1
ESSR CCTAAATTCAATGCG | TAAATCCACCAAAG FS226
(AAAT)5 20 162 59 | 298
-1466 CTTCAC AGCCTGA 730.1
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ESSR CGTCCGCCAATTGAA | ACAACCTGCTGCTAT FS226
(AGC)5 15 427 60 | 298

-1484 TACTTA GGTCAC 674.1

ESSR CAACTCATTCCTTCT |AGCCTCGGATTTGGT FS226
(TCC)5 15 72 59 | 244

-1506 CCTCCTC CAGT 634.1

ESSR CGGGATAGGGTTTTG | TTGATTTTGGGCAAC FS226
(TTTGT)3 15 285 61 | 291

-1507 TTGAGA TCACAG 630.1

ESSR AACAGGCCTTCGCAT | TACGTGGTCGTCACC FS225
(TTCAAA)3 18 92 60 | 250

-1551 ATACA GTCA 912.1

ESSR CATATCATTGGCCTC | GACTGGAAGTCCGA FS216
(AT)12 24 560 59 | 295

-1554 ACCTCT ACCAGTA 483.1

ESSR ACCTCTTTGTGTGCT |CGGTGGTGGTAATT FS216
(AT)25 50 314 59 | 335

-1557 CTTTCG AACGAAG 429.1

ESSR ATCAGCGTTCCACTA | ACATATATGGTCAG FS216
(AT)18 36 217 59 | 381

-1561 CACCTG GGCTCCA 395.1

ESSR TACAGCACCCCTTTA | AGAGGTGGAAATCA FS216
(TA)9 18 454 60 | 284

-1562 GCCTTC GGTGGAT 395.1

ESSR CCTCATCCCTTTGAA |GGCTTCGATTTCTCC FS214
(CCTCCG)3 18 51 60 | 250

-1567 CAGACC TTCG 868.1

ESSR GGTGGCAAGGGTCAT | GTCACAAGCTAAAC FS214
(TCTT)4 16 547 59 | 300

-1568 TCTACT AGCTCCA 806.1

ESSR GCCTTAATTTCCGTC |GTATGGATCCGGTTT FS214
(CCTCCG)3 18 94 59 | 300

-1569 CTCATC GACATC 790.1

ESSR GTTCTCCGTTGCGTC |GAATTTGCATCTTTIC FS214
(CAAATC)4 24 240 59 | 294

-1580 AATC CCCTTC 608.1

ESSR GTTGCAAGCAACAAA | CCTGGGAGATAGAA FS214
(TA)Ttg(TA)21 |58 110 59 | 296

-1581 TTCACC AAACAACC 554.1

ESSR CTACGCAAGCTCCTG | CTACCCCTTTCACTT FS213
(AAAT)4 16 203 60 | 294

-1589 AACAAC GCCATT 051.1

ESSR GGGGTAGCTGTTTGT | CGAGCCAGCTACTC FS213
(AATAG)3 15 548 60 | 300

-1590 ATTGGTG AACCAT 051.1

ESSR TGTCGGTGTGTGCAA | GCCAAAATGTTGTTG FS212
(AAGCTA)3 18 566 60 | 281

-1602 GTTAAA CAAACTC 867.1

ESSR AAAAGCCAAGGGAA | CGGTGTATTACATGT FS216
(AT)21acg(TA)7 |59 468 59 | 356

-1751 AGAAGC GGCAAG 156.1

ESSR ATTCTTCCTCCTTGGT | GCTGCCACTGTTTAG FS216
(TTTTA)3 15 274 59 | 399

-1752 CTGCT GCATAC 138.1

ESSR TCATAATTGCCTCCT | ACATCATCTGGTCGT FS215
(ATC)5(TTC)4 |27 443 60 | 384

-1756 CACCAG CCTTCA 938.1

ESSR GCGAGGTCCAATGTA | TTGATCTCCCTCAAA FS223
(CCCTAG)3 18 176 59 | 296

-1779 GCAG GCCTTA 429.1

ESSR | (TCT)5 15 54 | ATCGCTGCACCAACA | TAAGGATTGACGAC |60 | 345 |FS223
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-1786 GTAATC CGGAAC 395.1
ESSR GATTGCACCTCCATC |AATCTGTCTGGGTGA FS217
(TA)10 20 323 59 | 397
-1807 CTCTTC ATGGTG 030.1
ESSR CAAGGAGCGACACA | GGGAGAATTCAAAC FS213
(TAAAA)3 15 219 59 | 399
-1821 TAAAAGAA TGTACGAAG 633.1
ESSR GGTACTTACCGATCT | TCAGGTGGACATGC FS213
(TATTTT)5 30 289 59 | 426
-1823 TGGTGCT ATCTAATC 561.1
ESSR CAAATCAACCAGTAG | ACCTTTTTGTTGCAC FS214
(AAG)5 15 90 59 | 375
-1832 CTTTCGT AACCTG 938.1
ESSR CCGAGCTCCCCTACT | CCTTCGAAGACCTCG FS214
(GCG)5 15 132 59 | 300
-1837 ACTCAC CTATAC 286.1
ESSR ACTTCCTCATGCCCT | TCCCCCTACGTTTTC FS214
(TCT)5 15 109 60 | 291
-1839 TCAGAT AAACTC 264.1
ESSR TCTGACAGACGACCT | ATCACTGCCTCTCCA FS214
(CTTTT)3 15 195 59 | 278
-1850 GGAGAT CAAGAA 084.1
ESSR GTCCATGTCTTCAAC | CAGGAGGAGGGATA FS227
(GCTCCT)3 18 419 60 | 299
-1874 CGCTTT GGAGCTA 440.1
ESSR TCTGAAGAGGAGGTC | GCGCACATCAATAA FS227
(GAT)6 18 142 60 | 375
-1882 GACGAT TTTCACC 362.1

FS224
ESSR AGCTAGGAAGCAAG | AAGCAAGCAGTCAG 503.1
(ATTAAA)3 18 593 59 | 372
-1951 GATACGG CAGTAGC FS225
499.1
ESSR CTCCGAGTACAAGGA | CCAAGTTTTTGTCAA FS222
(TTGAAT)4 24 265 59 | 249
-2010 ACAGGA CGCTCT 980.1
ESSR CTCCCTAAACCCCAA | AGCGGAAGAGGATA FS213
(AAT)5 15 134 59 | 320
-2024 TAATCAA TCAGAGC 766.1
ESSR TCGCTTCCTCAACAT | TCCCAAGACCCAAT FS213
(TTC)4TGC)4 |24 131 59 | 346
-2026 AACTGA AACATCA 752.1
ESSR CGTTCCTCCATCAAC | CAGGCCTTATTACAC FS216
(TA)25 50 425 59 | 399
-2039 CATCTA TGAACCA 565.1
ESSR GGTGGCAAGGGTCAT | GCCGACTAGAGCAA FS213
(TCTT)4 16 547 60 | 238
-2052 TCTACT CCATACA 264.1
ESSR TGTCAGTATGGGATG | GTTCATAATAACACC FS225
(TAAA)4 16 221 59 | 278
-2061 ATGAAGC AGGATACCG 881.1
ESSR TAGCTCCTGCTCCAT | GGTGGAGGTAGAGC FS225
(CAC)5 15 226 60 | 394
-2083 CACCA TATGGTTG 841.1
ESSR GGTCAGACCATCAAA | GTGTACTAACCAGA FS221
(TG)10 20 486 58 | 340
2177 CACTCAA AGAGGAACG 200.1
ESSR ATTGATTTCCGTCGC | GCAATCTGGATCCTG FS221
(TGGATC)3 18 101 59 | 421
-2184 TTAGAC TTCTCA 140.1
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ESSR CGCACTAATCTTGGC | TGTATAAGGACACT FS210
(AT)26 52 326 59 | 345

-2243 ACAAA GCGACCA 674.1

ESSR GGTTGTTTGCAAGGC | CAATCTAGGAAACA FS210
(TTC)6 18 320 59 | 362

2246 ATGTTA AAGGCTCA 562.1

ESSR AGCAAGCAGTCAGC | GCGTAGTACGGGGA FS225
(TTTAAT)3 18 512 59 | 340

-2311 AGTAACA TACGTAGA 263.1

ESSR [ (CGACC)3cggece | 1a1 | GAATAGTCCCACGTC [TTCATGGGAAAGTC | I ~ [FS225

-2337 | ggcc(CGGTT)3 ATGGATT AGCTCAG 121.1

ESSR CAATCATATCTGCCC | CGTAGATGATCGGG FS224
(TTAAA)3 15 143 58 | 332

-2385 TAACCTT GTTGTTA 944.1

ESSR TTTCGATACCCTGAT | TGAGTTAAAGGGGA FS224
(TTTC)5 20 141 60 | 361

-2387 TCACCA CGGTGAC 940.1

ESSR CCGATTCAACCGAAT | CTTCTTCTTCGTCCT FS224
(GAG)5 15 361 60 | 267

-2451 CCAT GCCATT 071.1

ESSR CGGATGGTACAGCAG | CACATTGCACTCCAA FS223
(GGTTCG)3 18 438 59 | 272

-2566 ATCAC GACTCC 541.1

ESSR [ (TCC)dacctee(TC | oo |ATTCCACTTAACCCC | CGCAGGTGAAGTGA | | | FS223

-2607 | T)4 CAAATC GTAGGAG 142.1

ESSR CGCTTCTTGTCTGAT |CCAGTTCGAGGCTG FS217
(CTGCCA)3 18 365 60 | 288

-2632 CGACTG ATTACAG 210.1

ESSR ATCACGTATGGAGAC | TGAATGAGTTGATTG FS217
(TCC)6 18 192 60 | 288

-2634 CACTGC TCCTTGG 156.1

ESSR GAAGCCTTGATCAGA | TGCATTGATCTCCTC FS212
(TCT)6 18 327 59 | 385

-2636 GAAGCA TTCCAT 126.1

ESSR TGGCACTACAGTTTC | CCTGCAAGCAAAGA FS212
(AC)28 56 476 60 | 315

-2640 TGGAAGA ATCTGTC 018.1

ESSR CGATAAGTCACCATC | CATGGTCTCGCCAAT FS211
(TTC)5 15 243 60 | 387

-2652 CACGAC TATCTG 924.1

ESSR CAACGGCTACGCATC | CCAAGCTCGTCAACT FS227
(CCT)5 15 259 60 | 384

-2680 TCAGTA CCAATA 618.1

ESSR TCACCCATCCACTAT | ATCCCATCACAATCT FS227
(GA)12 24 341 58 | 244

-2693 TCAACTT TCTCCA 582.1

ESSR TGCATCCTAGCTCCA | CCTTGAAAGCACGA FS215
(ATCAGA)3 18 330 60 | 383

2726 GTCCTA AGAACAG 715.1

ESSR CACCGACGCTTATAG | TGTAGCTGCAGTTGC FS213
(ATAAA)3 15 261 60 | 385

2746 AATCCA ATCTTTT 495.1

ESSR CGGATGGTACAGCAG | ATGTAATTCCGTTAC FS227
(GTTCGG)3 18 439 58 | 241

2757 ATCAC CCTCAAG 250.1

ESSR GGCTTTGATTCTTTC | AGCAATTCACCAAC FS227
(GAA)5 15 155 60 | 356

-2790 AAAGGTG AATCCTG 124.1

ESSR | (CCT)6 18 282 | AGCGATTTCTTGCCC |CGGTTCGTTGCTAGT |59 | 300 |FS225
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-2976 TAAACT AAGCTC 453.1
ESSR AAGAGGAGGAGCAG | CTCAACAGCACTTG FS225
(TTC)5 15 249 60 |299
-2982 TTGTGC GGCAAC 425.1
ESSR ACAGCGGTTAGGGCA | GGCGAATGCAACAA FS207
(AAGGGG)3 18 478 60 |247
-2989 CAG GAAGC 772.1
ESSR TACATTGGCATCATT | TTACCGACATCGAG FS207
(CTATA)3 15 339 59 |345
-2994 GCACA GTAGCC 676.1
ESSR CACGTAATAAAGAGC | TTCAAGTAGGGCAT FS207
(TAAAAA)3 18 151 59 |284
-3017 AGGGAAGA ACACCAG 288.1
ESSR | (CAAA)3atgtcctg - - TCCATGTCTTATTGC | AGTGGTCGCCATATC 6o | 201 FS207
-3021 | (AAAC)3 CTGTCA AGGTAG 210.1
ESSR | (TCC)5acctecte(C i 101 CATACCTACTAAGGC | GAACGGAGGAGAGA co | 303 FS210
3044 | TT)4 ACCACCA GAGGAGA 370.1

3.3.1. Transferibilidad

Se evaluaron un total de 261 pares de cebadores. Se obtuvieron amplificaciones positivas

en 175 de los 261 marcadores evaluados (67%).

De estos, 175 marcadores, 86 fueron disefiados sobre ajo y 89 sobre cebolla. Considerando

todos los marcadores que amplificaron positivamente, 41 de ellos amplificaron en todas las

especies evaluadas. Se encontr6 que los marcadores fueron transferibles a otras especies de

aliaceas en un rango de 27 -100%, siendo el menor valor correspondiente a marcadores

disefiados a partir de secuencias de ajo (A. sativum) y amplificados en A. ampreloprasum

var ampresoprasum, mientras que el mayor valor de transferibilidad (100%) correspondi6 a

marcadores disefiados sobre secuencias de ajo y amplificados posteriormente en ajo. En

promedio, el 75% los marcadores disefiados sobre cebolla y el 60 % de los disefiados sobre

ajo amplificaron en las accesiones de aliaceas (Figura 35).
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Figura 35. Porcentaje de transferibilidad de los marcadores disefiados sobre secuencias de

ajo y sobre secuencias de cebolla en otras aliaceas.
3.3.2. Polimorfismo

El polimorfismo se evalué en 4 materiales diferentes: 4 variedades de cebolla, en 4
variedades de ajo y en 2 poblaciones segregantes de cebolla tipo F,. Un ejemplo de como
se evalud el polimorfismo en las accesiones de ajo y cebolla en un gel de acrilamida se

encuentra en la figura 36.

87



e i & _ i ACM-045 ]
ACM-032 lﬂ ACM-021 i ACM-052 ACM-050 ACM-042

Figura 36. Analisis de p(l)limorfismo e;i eI de acrilamida. En este caso el marcador ACM-032
se resulté polimérfico dominante para ajo y monomorfico para cebolla; los marcadores ACM-021,
ACM-052 y el ACM-042 resultaron monomorficos tanto para ajo como para cebolla, el marcador
ACM-050 result6 polimérfico dominante para ajo y monomorfico para cebolla y el marcador ACM-
045 result6 polimdrfico dominante para ajo y para cebolla. MP: marcador de peso molecular.

De los 175 marcadores que resultaron positivos (es decir, que amplificaron amplicones de
tamafio cercano al esperado segun el andlisis de secuencia y disefio de cebadores), se
evalué el polimorfismo en 101 de ellos en variedades de ajo y cebolla, y 84 de ellos en las
poblaciones segregantes de cebolla. El 42,6 % fue polimorfico para ajo y el 30,3 % para
cebolla. En las poblaciones segregantes de cebolla, el 39,28 % fue polimérfico para la
poblacion RxA (Refinta 20 x Angaco INTA) y el 42,8 % para la poblacion RxN (Refinta 20
x Navidefia INTA). Los resultados respecto al nimero de marcadores polimdrficos y tipo
de polimorfismo para cada material se presentan en las tablas 11 y 12.
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Marcador Producto esperado | Polimorfico Tipo de polimorfismo Presencia de
Ajo |[Cebolla |Ajo |Cebolla Ajo Cebolla pandas .
secundarias

ACM-016 si(4) |si(4) Si no codominante Si
ACM-018 si(4) |si(4) no |no Si
ACM-023 si(4) |si(4) no |no no
ACM-031 no si (4) no |si nd Si
ACM-039 si(4) |si(4) Si si nd Si
ACM-081 si (4) [si(2) no |si codominante | no
ACM-091 si(4) |si(4) no |si nd Si
ACM-012 si (4) |si(4) Si no dominante no
ACM-017 si (4) |si(4) no |si* dominante Si
ACM-020 si (4) |si(4) Si Si nd dominante Si
ACM-093 si (4) |si(4) Si no dominante Si
ACM-027 si (4) |si(4) si* | si* codominante | codominante | si
ACM-029 si (4) |si(4) Si Si codominante | dominante Si
ACM-035 si (4) |si(2) nd nd Si
ACM-101 si (4) |si(4) no |no Si
ACM-104 si(4) |si(4) Si no nd Si
ACM-107 si(4) |si(4) Si Si dominante dominante Si
ACM-115 si(4) [si(4) si* |no codominante si
ACM-118 si(4) |si(4) no |no Si
ACM-125 si(4) |si(4) no |si codominante | si
Asa-04 si(4) [si(4) no |no si
Asa-06 si(4) |si(4) no |no no
Asa-07 si(4) |si(4) no |no Si
Asa-08 si(4) |nd Si nd dominante si
ACM-086 si(4) |no si* | no codominante | si
ESSR-309 si (4) |si(4) Si Si nd dominante si
ESSR-596 no Si no |nd no
ESSR-2243 |si (4) |si(4) no |no si
Asa-23 si (4) [si(3) no |no no
GB-ASM-

035 si(4) |no no |no no
ESSR-828 |[si(4) |no no |no si

Tabla 11. Presencia y tipo de polimorfismo en marcadores microsatélites en ajo y cebolla.
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ESSR-3021 |si(4) |no Si no dominante no
ESSR-1244 |si(4) |si(4) no |no Si
ESSR-2607 |si(4) |no Si no dominante no
ESSR-609 |si (4) |si(4) no |no si
ESSR-85 si(4) |si(4) Si no codominante Si
GSSR-2 si(4) [si(4) Si no codominante si
ESSR-2337 |si (4) |si(4) no |no Si
ESSR-15 si(4) |no Si no codominante no
ESSR-46 si(4) |si(4) no |no Si
ESSR-1074 |si (4) |si(4) Si no dominante Si
ESSR-427 |si (4) |si(4) Si no codominante no
ESSR-557 si (4) |si(4) no |si codominante |si
ESSR-494 si (4) |si(2) Si no codominante | nd no
ESSR-851 no si(1) no |no no
ESSR-2177 |si(4) |si(2) Si Si codominante | nd no
ESSR-1264 |si(4) |no Si no codominante no
ESSR-50 si(4) [si(4) no |no si
ESSR-1551 |si(4) |no Si no codominante Si
ESSR-73 si(4) |si(4) no |no Si
ESSR-1249 |si(4) |si(4) no |no Si
ESSR-382 |si(4) |si no |si nd Si
ESSR-2311 |si(4) |si(2) no |no Si
ESSR-1951 |si(2) |no no |no no
ESSR-2010 |si(4) |si(4) no |no Si
ESSR-612 |[si(4) |no si* |no dominante si
ESSR-1580 |si(4) |si(2) Si Si codominante |nd no
ESSR-2693 |si(4) |si(4) no |no no
ESSR-2566 |si(4) |si(2) Si no dominante si
ESSR-2757 |si(4) |no no |no si
ESSR-498 si (2) |si(2) Si Si dominante dominante no
ESSR-2636 |si(4) |si(4) no |si nd si
ESSR-650 |[si(4) |no Si no nd si
ESSR-2246 |si (4) |si(3) no |no si
ESSR-2634 |si (4) |si(4) no |no si
ESSR-1874 |si (4) |si(2) Si no codominante si
ESSR-444  |si (4) |si(4) Si si codominante | codominante | si
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ESSR-2184 |si (4) |si(4) no |no si
ESSR-3017 |si(4) |si(4) Si no nd Si
ESSR-1407 |si(2) |no no |no no
ESSR-351 |si(4) |si(4) Si si codominante | codominante | si
ESSR-351 |si(4) |si(4) no |si dominante Si
ESSR-1567 |si(3) |no no |no si
ESSR-855 |si(4) |si(2) no |si codominante |si
ESSR-2052 |si(4) |no Si no codominante |si
ESSR-2982 |si (4) |si(4) no |si* dominante Si
ESSR-424  |si (4) |si(4) no |no Si
ESSR-891 [si(2) |no no |no no
ESSR-1839 |no si (4) no |si nd Si
ESSR-1097 |si(4) |no no |no no
ESSR-602 si (4) |si(4) Si no nd Si
ESSR-1786 |si(4) |si(4) no |si* dominante Si
ESSR-10 si(4) |no no |no

ESSR-600 |no si (2) no |no si
ESSR-1102 |si(4) |si(4) si* | si* nd Si
ESSR-589 |si(4) |no Si no nd Si
ESSR-1107 |si(4) |si(4) no |no no
ESSR-1821 |si(4) |si(4) Si no codominante Si
ESSR-1484 |si (4) |si(4) Si si codominante | codominante | si
ESSR-2790 |si(4) |si(4) no |no

ESSR-1590 |si (4) |si(3) no |si dominante si
ESSR-865 |si(4) |si(2) Si no codominante si
ESSR-1038 |si(4) |si(4) no |no no
ESSR-2083 |si(4) |si(4) no |no no
ESSR-2024 |si (4) |si (3) si
ESSR-1850 |si(4) |no Si no codominante
ESSR-874 si(4) |no no |no si
ESSR-988 si (4) |si(4) no |no si
ESSR-566 |si (4) |si(4) Si si codominante | dominante si
GSSR-1 si(4) [si(2) no |no si
ESSR-206 |si (4) |si(4) no |no si

*Denota polimorfismo en bandas secundarias. nd se refiere a que no es posible determinar

el tipo de polimorfismo debido a multiples bandas o a poca resolucion del gel.
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Tabla 12. Presencia y tipo de polimorfismo en marcadores microsatélites en dos
poblaciones segregantes de cebolla.

Producto esperado Polimorfico Tipo de polimorfismo Presencia de
Marcador bandas

RxA RxN RxA RxN RxA RxN secundarias
ACM-072 |si Si Si Si dominante codominante | si
ACM-010 |si Si no no no
ACM-022 |si Si no no Si
ACM-035 |si Si no no no
ESSR-
1580 Si Si Si Si dominante dominante Si
ACM-077 |si Si Si Si dominante dominante Si
ACM-047 |si Si no no no
ACM-049 |si Si no no Si
ACM-104 |si Si no Si dominante no
ACM-055 |si Si Si Si dominante dominante Si
ACM-043 |si Si no no Si
ACM-062 |si Si Si Si nd nd Si
ACM-106 |si Si no Si dominante Si
GSSR-2 Si Si Si Si dominante dominante Si
ESSR-
2387 Si Si no no Si
ESSR-498 |si Si Si Si nd nd Si
ACM-027 |si Si no no Si
Asa-04 Si Si no no Si
ACM-051 |si Si Si Si dominante dominante Si
ESSR-85 |si Si no no Si
ESSR-49 |si Si no no no
ESSR-
2976 Si Si Si Si dominante dominante Si
ACM-110 |si Si no no Si
ACM-116 |si Si no no Si
ACM-118 |si Si no no no
Asa-06 Si Si no no no
ACM-064 |si Si no no no
ACM-054 |si Si no no Si
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ACM-056 |si Si no no Si
ACM-060 |si Si Si Si codominante |codominante | si
ACM-011 |si Si Si no dominante Si
ACM-012 |si Si no si* dominante Si
ACM-017 |si Si no no Si
ACM-061 |si Si no no Si
ACM-063 |si Si Si Si codominante | codominante |Ssi
ACM-065 |si Si no no Si
ACM-066 |si Si no no Si
ACM-068 |si Si no no Si
ACM-033 |si Si Si Si nd nd no
ACM-036 |si Si Si* Si* nd nd Si
ACM-038 |si Si no no Si
ACM-040 |si Si no no no
ACM-041 |si Si no no Si
ACM-081 |si Si no no no
ACM-096 |si Si no no Si
ACM-086 |si Si Si Si dominante dominante Si
ACM-021 |si Si no no Si
ACM-032 |si Si Si Si nd nd Si
ACM-042 |si Si no no Si
ACM-045 |si Si no Si dominante Si
ACM-050 |si Si Si Si nd nd Si
ACM-052 |si Si no no Si
ACM-016 |si Si no no Si
ACM-008 |si Si no no Si
ACM-009 |si Si no no Si
ACM-013 |si Si Si Si dominante dominante Si
ACM-018 |si Si Si Si codominante |codominante | si
ACM-003 |si Si no no Si
ACM-004 |si Si Si Si codominante | codominante |no
ACM-080 |si Si si si nd nd Si
ACM-105 |si Si si si dominante dominante no
ACM-107 |si Si no no no
ACM-115 |si Si si si dominante dominante Si
ACM-074 |si Si no no Si
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ACM-019 |si Si no no Si
ACM-117 |si Si Si Si nd nd Si
ACM-123 |si Si si* si* dominante dominante Si
ACM-015 |si Si Si Si dominante dominante Si
ACM-058 |si Si no no Si
ESSR-

1249 Si Si no no Si
ESSR-

2634 Si Si no no Si
ESSR-73 |si Si Si Si codominante | codominante |no
ESSR-

2566 Si Si Si Si dominante dominante no
ESSR-

2451 Si Si Si Si codominante | codominante |no
ESSR-988 |si Si Si Si codominante | codominante | si
ACM-024 |si Si Si Si dominante dominante no
ACM-002 |si Si no no Si
ACM-125 |si Si Si Si dominante dominante Si

*Denota polimorfismo en bandas secundarias. nd se refiere a que no es posible determinar el tipo de
polimorfismo debido a maltiples
bandas o0 a poca resolucion del gel.

3.4. Discusion

Los resultados del presente estudio indican que una fraccion significante (un 27% en
adelante) de los marcadores desarrollados para ajo y cebolla es transferible hacia otras
especies de alidceas, incluyendo especies para las cuales hoy no hay SSRs disponibles y eso
contribuye a las herramientas moleculares disponibles para esa especie. Ademas, se
encontrd que el grado de transferibilidad disminuyo a medida que las especies se alejaban

filogenéticamente de la especie en la cual se desarrollaron los marcadores.

Los marcadores desarrollados y/o evaluados en el presente estudio en las distintas especies
de alidceas podrian servir para genotipeado, para estudios de diversidad, para caracterizar y
luego identificar variedades, para mapeo comparativo 0 para seleccion asistida por
marcadores, tanto los marcadores polimorficos en nuestros materiales, como aquellos

monomorficos, debido a que el polimorfismo depende del material analizado.
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Por otro lado, se encontraron entre 33 y 36 marcadores que resultaron polimérficos en las
poblaciones segregantes, los cuales serian Gtiles para generar mapas genéticos en cebolla, y
ya que estas poblaciones ya estan caracterizadas fenotipicamente (Capitulo 2 de esta tesis)
sera posible encarar mapeo de QTL de los caracteres y relacionados al sabor de interés
nutracéutico. Ademas, como muchos de estos marcadores resultaron tranferibles entre ajo y
cebolla, sera posible también obtener mapas genéticos para estas especies y compararlos, ya
que tendran marcadores en comun. Asi, se podran hacer comparaciones en cuanto la
distribucion gendémica con los mapas como el de Cavagnaro (2007) en ajo y el de

Galmarini (2001) en cebolla.
3.5 Conclusiones

En el presente trabajo se desarrollaron y caracterizaron 161 marcadores microsatélites para
ajo y cebolla. Se evalué la transferibilidad de estos marcadores en ajo, cebolla, puerro,
shallot, cebolla de verdeo, una especie de alidcea ornamental y otras especies de menor
importancia economica de esta familia. Del total de marcadores desarrollados, el 67%
amplifico en alguna de las especies evaluadas. Los marcadores fueron transferibles a otras
especies de alidceas en un rango de un 27 a un 100%, Ademas se evalué que marcadores
resultaban polimérficos en 4 variedades de ajo, 4 de cebolla y 2 poblaciones segregantes de
cebolla, encontrando entre 30 y 43 marcadores polimdrficos segun el material considerado.
Estos marcadores en el caso de las variedades de ajo y cebolla pueden servir para
caracterizar y diferenciar variedades de estas hortalizas y en el caso de las poblaciones
segregantes se utilizaran para construir mapas de ligamiento y mapear caracteres

cuantitativos estudiados en esta tesis (Capitulo 2).

En conclusion los resultados arrojados por este trabajo permitiran contribuir a los planes de
mejoramiento genético y caracterizacion molecular de varias especies del género Allium.
Ademas, los marcadores desarrollados y/o evaluados en el presente estudio podrian servir
para genotipado, para estudios de diversidad, para mapeo comparativo o para seleccion

asistida por marcadores.
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CAPITULO 4
Relacién entre compuestos funcionales y las propiedades antioxidantes

y anti-agregantes en especies comestibles de Aliaceas*

*Basado en el articulo: “Relationships among functional compounds and antioxidant and
antiplatelet activities in edible Allium species” Hebe Vanesa Beretta, Florencia Bannoud,
Federico Berli, Marina Insani, Pablo Hirschegger, Claudio Rémulo Galmarini and Pablo
Federico Cavagnaro. Enviado a la revista Fodd Technology and Biotechnology para su
publicacion.

96



4.1. Introduccién

Las aliaceas, como la cebolla (Allium cepa L.), el ajo (Allium sativum L.), el puerro (Allium
ampeloprasum var. porrum L.), el shallot (Allium cepa var aggregatum), el ciboulette
(Allium schoenoprasum L.) y la cebolla de verdeo (Allium fistulosum L.) son cultivados y
consumidos en todo el mundo, tanto como especies medicinales como para saborizar otras
preparaciones. Segun Bystricka (2013), especies del género Allium se consumen en méas de
135 paises y son aceptadas por casi todas las culturas del mundo. La cebolla ocupa el
segundo lugar en valor después del tomate en la lista de hortalizas cultivadas en todo el
mundo (Randle & Lancaster, 2002). Los miembros de esta familia tienen un olor y sabor
caracteristico, y debido a ello, son cominmente utilizados como condimentos para mejorar
el sabor de los alimentos. Ademas, también se consumen por sus propiedades beneficiosas
para la salud. Propiedades como anti-hipertensivas, antioxidantes, anti-inflamatorias,
antimicrobianas, hipolipidémicas, hipoglucémicas, anticancerigenas y antiplaguetarias
(AA), se han atribuido a especies del género Allium (Corzo-Martinez, Corzo, & Villamiel,
2007).Estas propiedades beneficas para la salud —extensivamente documentadas en la
literatura cientifica- han llevado al reconocimiento de los Allium como alimentos

funcionales.

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal causa de muerte en todo el
mundo, especialmente en los paises desarrollados. Alimentos con compuestos antioxidantes
y antiplaguetarios disminuyen el riesgo de ECV a través de su participacion central en la
hemostasis, trombosis y estrés oxidativo (Vazquez-Prieto, Rodriguez Lanzi, Lembo,
Galmarini, & Miatello, 2011; McEwen, 2014). Entre las propiedades funcionales que
pueden evitar las ECV la actividad antiplaquetaria es una de las mas estudiadas en ajo y
cebolla (Goldman, Schwartz, & Kopelberg, 1995; Bordia, Mohammed, Thomson, & Ali,
1996; Briggs, Xiao, Parkin, Shen, & Goldman, 2000; Galmarini, Goldman, & Havey, 2001;
Block, 2010). Agentes antiplaquetarios han sido encontrados también en puerro
(Liakopoulou-Kyrakdes, M., A Sinakos, 1992) y en cebolla de verdeo (Chen, Chen, Tsai, &
Jen, 2000). En estos estudios previos se usaron especies individuales de Allium para el
analisis de la AA y se usaron ademas condiciones experimentales muy diferentes (por

ejemplo: diferentes fuentes de plaguetas, agonistas y aparatos utilizados, materiales frescos
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VS compuestos puros, entre otros) lo que hace que sus resultados sean casi imposible de
comparar entre si. Por lo tanto un analisis comparativo de la eficacia antiplaquetaria de las
principales aliaceas seria de gran interés. Ademas, la AA no ha sido estudiada en otras
alidceas ampliamente consumidas tales como el ciboulette y el shallot. Estos vegetales
tienen importancia en ciertas regiones y culturas, tales como Eurasia para el ciboulette y
Europa y América para el shallot, por lo que el conocimiento de su efecto antiagregante es

interesante.

La actividad antioxidante en Allium es otra propiedad benéfica que ha sido asociada a los
compuestos organoazufrados y fenolicos (Bernaert et al., 2012; Block, 2010). Efectos
antioxidantes han sido reportados en cebolla (Lee, Patil, & Yoo, 2015), en ajo (Benkeblia,
2005) shallot (Lu et al., 2011) y puerro (Bernaert et al., 2012), pero no en ciboulette y
cebolla de verdeo. Ademas la comparacion del potencial antioxidante entre las principales

alidceas usando las mismas condiciones experimentales no ha sido reportada.

Se ha propuesto que los compuestos fenolicos y organoazufrados presentes en Allium son
los responsables de su actividad antiplaquetaria y antioxidante (Queiroz, Ishimoto, Bastos,
Sampaio, & Torres, 2009; Briggs, Xiao, Parkin, Shen, & Goldman, 2000; Hubbard et al.,
2006). Briggs (2000) evalud la actividad antiplaquetaria in vitro (AAIV) de cuatro
tiosulfinatos (TS) y encontré6 que todos ellos inhibian la agregacion plaquetaria
diferencialmente y que la combinacion de TS no resulté en una AAIV aditiva, indicando
que el potencial antiplaquetario en extractos de Allium no puede ser facilmente predicho
mediante la cuantificacion de compuestos organoazufrados. En cuanto a los compuestos
fenolicos, Hubbard (2003) reportd la capacidad antioxidante de la quercetina, el principal
flavonoide hallado en cebolla y shallot (Slimestad, Fossen, & Vagen, 2007; Leighton et al.,
1992). Ademés, Zhang (2012) reportd una fuerte capacidad antioxidante de la quercetina.
Interesantemente, la quercetina esta ausente en ajo (Nuutila, Puupponen-Pimia, Aarni, &
Oksman-Caldentey, 2003; Sultana & Anwar, 2008), en el cual se ha demostrado una
capacidad antioxidante superior a la cebolla (Benkeblia, 2005) sugiriendo que hay
compuestos diferentes a la quercetina en ajo con actividad antioxidante y probablemente en

otras aliaceas.
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Los objetivos del presente trabajo fueron: 1) Investigar la actividad antiplaquetaria en
alliums no caracterizados hasta la actualidad para este caracter; 2) Realizar un anélisis
comparativo del potencial antiplaquetario y antioxidante de las principales especies de
alidceas; 3) Caracterizar el contenido de compuestos bioactivos azufrados y fendlicos en
estas especies y examinar posibles asociaciones entre estos compuestos y las propiedades
funcionales en las principales especies de Allium.

4.2. Materiales y Métodos

Seis especies de Allium fueron obtenidas en un mercado local en Mendoza, Argentina. Se
realizaron tres repeticiones para cada especie. Cada repeticion consistié en 10 bulbos de
cebolla (peso promedio por bulbo = 85g), 10 bulbos de shallot (peso promedio por bulbo =
40qg), 10 dientes de ajo (un diente por bulbo de 10 bulbos diferentes; peso promedio por
diente = 2.5g), 10 unidades de puerro por repeticion (parte blanca comestible) y para
ciboulette y cebolla de verdeo, fueron tomados 10g (tallos) y 20g (bulbos + tallos) de tejido

fresco por repeticion respectivamente.
4.2.1 Procesamiento de las muestras

El procesamiento y preparacion de los extractos acuosos de cada especie de Allium, fueron
realizados como lo descrito previamente por Galmarini (2001). Para cebolla, ajo y shallot,
las hojas secas exteriores fueron removidas y los bulbos fueron cortados en cuartos
longitudinalmente. Para ciboulette, cebolla de verdeo y puerro, la parte comestible fue
cortada en finas rebanadas. Los bulbos pelados y las hojas finamente cortadas de cada
especie de Allium fueron procesados con agua destilada en una proporcion 1:2
(peso/volumen), excepto para el ciboulette el cual fue preparado en una proporcion 1:4
utilizando una licuadora manual (Braun MR 400 Plus). Los homogenatos resultantes se
dejaron reposar durante 10 minutos a temperatura ambiente (26°C) para permitir la
hidrolisis completa de los S-alk(en)il-L- sulfoxidos de cisteina (ACSOs). Los homogenatos

fueron luego filtrados, centrifugados, y el sobrenadante clarificado fue almacenado a -20°C.
4.2.2. Determinacion de las propiedades funcionales

4.2.2.1. Determinacion de actividad anti-plaquetaria in vitro (AAIV)
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Para la determinacion de AAIV los extractos de cada una de las especies de aliaceas se
utilizaron tal cual fueron obtenidos (sin dilucion) tal como se realizd previamente en ajo
(Cavagnaro, Camargo, Galmarini, & Simon, 2007) y en cebolla (Cavagnaro & Galmarini,
2012) utilizando un agregometro electronico de impedancia (Chrono-log Corp, Havertown,
Penn) en sangre entera (Cardinal & Flower, 1980) tal como fue detallado en el capitulo 2 de
la presenta tesis, seccion 2.2.6. La dosis de extracto agregado varié para cada especie de
acuerdo a las curvas dosis-respuesta (de 5 a 400 pL de jugo de cada especie). La ICsg se

expresd en mg de peso fresco/mL de sangre entera.
4.2.2.2. Determinacion de la capacidad antioxidante (AOXA)

La determinacién de la capacidad antioxidante se realizd a través del método ORAC
(capacidad de absorbancia del radical oxigeno) siguiendo la metodologia de Prior (2003)
con modificaciones de Berli et al. (2014). Las muestras de aliaceas se diluyeron 1:500 v/v
en buffer (75mM fosfato de potasio pH 7). En placas de 96 pocillos se agregaron 50 puL de
cada muestra o de TROLOX (compuesto antioxidante de referencia). Luego, se agregaron
100 uL of fluoresceina (20 nM) y 50 pL del generador de radicales libres 2,2'-azobis[2-
amidinopropano]di-hidrocloruro (AAPH ) 140mM vy las muestras se incubaron a 37°C por
7 minutos. La fluorescencia fue monitoreada a 485 nm (exitacion) y a 538 nm (emisién) en
intervalos de 1 minuto durante 90 minutos en un fluorémetro de microplacas (Fluoroskan
Ascent FL; Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE). Finalmente, se calculé el area bajo
la curva segiin Huang (2005) y la capacidad antioxidante se expres6 en pmol equivalentes
de Trolox (TE) % g peso fresco.

4.2.3. Andlisis composicional
4.2.3.1. Determinacion de sélidos solubles y totales

Las determinaciones de SS y ST se realizaron segun lo detallado en el capitulo 2 de la
presente tesis, seccion 2.2.2.

4.2.3.2. Determinacion de piruvato

Después de descongelar y centrifugar los extractos de Allium, fueron diluidos 80 veces en
agua destilada. La determinacion de piruvato (PV) fue realizada segun lo detallado en el
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capitulo 2 de la presente tesis, en la seccion 2.2.3. El contenido de piruvato se expresé en
mmol PV % g pf.

4.2.3.3. Determinacion de polifenoles totales

Para esta determinacion las muestras se usaron tal cual fueron obtenidas (sin diluciones
posteriores). Se realizaron las determinaciones segun lo detallado en el capitulo 2 de la
presente tesis, en la seccion 2.2.5. El contenido de fenoles totales (FTs) se expresé en mg

acido galico % g pf.
4.2.3.4. Analisis por HPLC de fenoles individuales

Para la determinacion de fenoles individuales los extractos de cada una de las especies de
aliaceas se utilizaron tal cual fueron obtenidos (sin diluciones posteriores). Se analizaron 11
compuestos diferentes utilizando un equipo de cromatografia liquida de alta precision
(HPLC) (Thermo Separation Products Inc., USA). La cromatografia se llevo a cabo con un
equipo marca TSP (Thermo Separation Products, Inc., USA) que incluye: bomba
cuaternaria (P4000), unidad desgasificadora de solventes (SCM 1000), auto-muestreador
(AS 3000) con valvula de inyeccion de 100 pL y detectores de Fluorescencia (FL 3000) y
UV-Visible con arreglo de diodos (UV 6000 LP). El sistema se encuentra acoplado
mediante un mddulo de interfase (SN 4000) al software especifico de comando
ChromQuest, Version 4.0 (ThermoFinnigan, USA). La columna analitica utilizada fue una
ODS-Hypersil C18, 250 mm x 4.6 mm con particula de 5 um y una pre-columna del mismo
material (Alltech). La columna se mantuvo termostatizada a 25°C. Se inyectaron 20 pL de
jugo de cada aliacea-o de los estandares comerciales de alta pureza de los compuestos de
interés- previamente centrifugado a 5000 rpm durante 10 min a 10°C en centrifuga
refrigerada y filtrado por membrana de PTFE de 0,45 pum de poro. La fase movil consistié
en un gradiente lineal de 2 mezclas de solventes: A (Agua:Acido Trifluoroacético en una
relacién 99,9:0,1) y B (Acetonitrilo:solvente A en una relacion 80:20), el gradiente
comenzd con 85% del solvente A y 15% del solvente B, los primeros 10 minutos, luego
82/18% (A/B) del minuto 11 al 15; luego 77/23% del minuto del 16 al 23; luego 68/32%
del minuto 24 al 29; luego 60/40% del minuto 30 al 39 y 0/100% del minuto 40 al 46. Los
solventes utilizados fueron todos de calidad HPLC marca Baker (J.T. Baker, USA). El flujo
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de corrida se mantuvo en 1 mL/min. Los compuestos analizados fueron: catequina,
epigalocatequina galato (EGCg), epicatequina galato (ECg), epigalocatequina (EGC),
rutina, miricetina, quercetina, kaemferol, acido clorogénico, acido cumarico, acido
feralico y acido cafeico. El contenido de EGC y de ECg se reportan juntos como EGC +

ECg. El contenido de cada compuesto fue expresado como mg % g pf.
4.2.3.5. Contenido total de compuestos flavonoides y no flavonoides

El contenido total de compuestos flavonoides (FL) se calculé como la sumatoria de cada
uno de los compuestos flavonoides presentes en cada especie de alidceas (por ejemplo:
quercetina + catequina + EGCg + ECg + EGC + rutina + miricetina + kaempferol)
obtenidos mediante lo detallado en la seccion anterior. EI contenido de FL se expres6 como
mg % g pf. El contenido total de compuestos no flavonoides (NFL) se calcul6 como la
sumatoria de cada uno de los compuestos no flavonoides presentes en cada especie de

aliaceas. El contenido de NFL se expresé como mg % g pf.

4.2.3.6. Determinacién de tiosulfinatos

Para la determinacion de tiosulfinatos solo los extractos de ajo se diluyeron 20x, los
extractos de las demas especies se usaron tal como fueron extraidos. El contenido de
tiosulfinatos se determind siguiendo la técnica de Han (1995). Brevemente, a 1125 L de
cada extracto de Allium se le adicionaron 1875 pL de cisteina 0,8 mM. Luego de 10
minutos a temperatura ambiente, 900 pL de la mezcla -muestra + cisteina- se le agregaron
6,6 mL de DTNB (4cido 5,5-Ditiobis 2-nitrobenzoico) 200 uM. Como referencia, se
reemplazé el extracto de Allium por agua destilada y se realizé la metodologia de manera
similar a lo descripto previamente para las muestras. Se midié la absorbancia a 412 nm. El

contenido de tiosulfinatos se expres6 en mmol TS % g pf.

4.2.4. Andlisis estadisticos

Los analisis de la varianza (simple y multifactorial) y las correlaciones se ejecutaron
utilizando el software InfoStat version 2013 para Windows 4.0 (Di Rienzo et al., 2013). Las

comparaciones de medias se realizaron segun LSD Fisher (diferencia minima significativa).

Valores de p < 0,05 fueron considerados significativos. EIl analisis de componentes
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principales (ACP) se realizé utilizando todos los datos de todas las variables medidas(
AOXA, AAIV, FTs, FL; NFL; PV; SSy ST) en las 6 especies (ACP 1) y utilizando los

valores de los compuestos fenolicos individuales y cada especie (ACP 2).

4.3. Resultados y Discusion
4.3.1. Variacion entre las especies de alidceas por su actividad antiplaquetaria

Las respuestas in vitro de las plaquetas humanas a dosis crecientes de 6 especies de
Alliaceae se midieron y compararon. Las 6 especies estudiadas mostraron accion inhibitoria
de la agregacion plaquetaria, pero la fuerza antiplaquetaria de cada una de ellas vario
amplia y significativamente (méas de 30 veces), tal como lo indican los valores de ICs, de la
tabla 13. En ambos donantes de sangre, el ajo resulto el antiplaquetario mas fuerte seguido
por el shallot y el ciboulette, mientras que el puerro y la cebolla de verdeo fueron los méas
débiles. En promedio para ambos donantes, la 1Csy del ajo resultd ser 5, 13, 23, 31 y 32
veces mayor que la del shallot, ciboulette, la cebolla, la cebolla de verdeo y el puerro,

respectivamente (Tabla 13).

La AAIV vario de una manera dosis-dependiente para todas las especies estudiadas. Los
extractos acuosos de ajo y shallot inhibieron la actividad antiplaquetaria en todas las dosis
ensayadas (p < 0,05), desde 5 hasta 15 y 50 pL de extracto/ mL de sangre entera,
respectivamente. Las dosis inhibitorias minimas para el resto de las especies fueron de 40 a
60 veces mayores (200-300 pL/mL de sangre entera) a la del ajo. La AAIV en ciboulette y
shallot no ha sido estudiada previamente. En el presente trabajo, Se reporta por primera vez
AAIV significantes para estas especies. El anélisis comparativo revel6 que el shallot y el
ciboulette, en ese orden y luego del ajo, son potentes antiagregantes plaquetarios (Tabla
13)).
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Tabla 13

. Propiedades antiplaquetarias y antioxidantes y contenido de compuestos bioactivos en 6 especies de aliaceas.

AAIV
. AAIV 1 AAIV 2 .
Especie media AOXA PV TS FTs FL NFL SS ST
(1Csp) (ICs)
(1Cs0)
A 324 + 0,94 399 + 1,10 362 13450 + 3,056+001 585+016 7895 + 10,79 + 3,99 + 0,37 30,33 + 2995 *
0 ,
! c d 17,70 ¢ a a 11,85b 0,57 de b 152a 0,86 a
6,87 £ 0,54 30,88 + 1527,70 + 1,77 £0,11 0,29 + 130,16 + 14241 15,03 + 1542 *
Shallot 18,88 nd
c 4,15¢ 1216 b c 0,004 cd 19,48 a 13,89 a 0,05b 1,08 b
45,39 + 50,10 + 208820 + 2,01 +020 043 +£0,01 12241 + 64,70 + 1225 + 6,00 +£ 0,00 16,35 +
Ciboulette 47,75
0,42b 0,99 b 15,90 a b b 24,62 a 4,24 b 111a e 0,45b
46,71 + 116,65 = 361,80 + 0,53 +0,04 0,04+ 0,02 22,23 + 26,22 + 021 +001 813 +£064 7,81 +0,22
Cebolla 81,68
12,22b 0,98 a 147,90d f e 7,69 ¢ 0,99 ¢ d d c
Cebolla de 113,82 + 11322 + 113,50 29490 + 1,04 +0,02 0,20 £ 0,04 2579 + 16,69 + 133+0,21 10,66 + 12,83 +
verdeo 247 a 2,18a ' 77,80d e d 4,02 ¢ 1,18 cd c 1,28¢ 6,04 b
11489 + 117,26 + 2475 0+ 134 +0,07 0,33+0,01 2626 + 094 +001 201 +0,07 8,66+ 0,30 1574 +
Puerro 116,08
3,29 a 7,42 a 16,70d d bc 2,98 ¢c e c cd 2,33 b
Flavonoides No Flavonoides
Acido . . o .
. Acido Acido Acido
) ) ) ) o Clorogéni ) . .
Especie EGCqg EGC + ECg Rutina Quercetina Kaempferol Catequina  Miricetina Coumarico Ferulico Cafeico
co
0,50 + 0,07 1,15 + 0,02 0,22 + 0,01 1,99 + 0,22 1,79 +0,14
Ajo nd 9,14+0,58b nd nd nd nd
c b bc b a
14,80 +2,92 2221 + 4,44 52,12+ 7,60 2,90 + 0,26 0,38 + 0,10 50,00 £ 10,93
Shallot nd nd nd nd nd
a a a b c a
2483 + 296 1,41 +0,07 3,86 + 0,42 1524+297 1,42 + 0,08 1794 + 158 1,08 +0,11 0,44 + 0,08 10,56 + 1,24 0,18 + 0,01
Ciboulette nd
a b bc a a b a a a b

104



799 + 0,73 017 +009 853 + 231 1,05 + 024 0,18 + 0,004 001 + 001 0,20 + 0,00
Cebolla 4,46 +0,67c 3,86+0,12 ¢ nd nd
b ¢ b b d d d
Cebolla  de 532 + 0,002 8,69+088 019 + 004 2,04 + 038 044 + 004 0,31+008 020 + 001 083 + 0,12
verdeo nd nd nd
bc a c b c b c c
0,07 + 001 0,300,001 024 + 002 029 + 005 1,62 + 013 0,09 0,02
Puerro nd nd nd d 0,32+0,01d nd b b b
C C C

Los datos estan expresados como media + desviacion estandar. Para cada variable, letras diferentes indican valores significativamente distintos
segun Fisher (P < 0,05). EIl contenido de piruvato (PV) se expresé como mmol % g pf; los fenoles totales (FTs) como mg acido galico % g pf; los
solidos soluble (SS) como °Brix; los s6lidos totales (ST) como %; los tiosulfinatos (TS) como mmol TSs % g pf; los flavonoides totales (FL) y
no-flavonoides totales (NFL) como mg % g pf; la actividad antioxidante (AOXA) en umol TE % g pf; la actividad antiplaquetaria in vitro (AAIV)
para ambos donantes como IC s, (mg pf/ mL sangre entera). La concentracién de los compuestos fendlicos estd en mg % g pf. nd: no detectado.
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A pesar de que las condiciones experimentales difirieron significativamente respecto de los
estudios previos, y por lo tanto los resultados no son directamente comparables, los valores
de 1Csp presentados en este estudio para ajo y cebolla estdn en concordancia con reportes
previos tales como los de Ali (1999), que utiliz6 plasma rico en plaquetas (PRP) en lugar de
sangre entera para medir la AAIV. En ese estudio, la fuerza antiplaquetaria en ajo y cebolla
resulté ser ~ 16 veces diferente, con valores de 1Csy de 6,6 a 90 mg / mL PRP para ajo y
cebolla, respectivamente, mientras que en el presente estudio el ajo resulto ser ~ 22 veces
mas potente inhibidor de la agregacion plaquetaria que la cebolla, mientras que los valores
de 1Cso fueron de 3,6 a 81,6 mg pf/ mL de sangre entera, respectivamente (Tabla 13). Las
actividades antiplaquetarias reportadas aqui para ajo y cebolla son también comparables
con los valores hallados en otros estudios previos (Gonzalez, Soto, Sance, Camargo, &
Galmarini, 2009; Sance, Gonzalez, Soto, & Galmarini, 2008; Galmarini et al., 2001; Pablo
F. Cavagnaro et al., 2007; Pablo F. Cavagnaro & Galmarini, 2012).

A pesar de que en este estudio el analisis de la varianza arrojé que no existian interacciones
donante-AAIV, si se encontraron diferencias significativas en la agregacion
plaquetaria para ambos donantes en dos especies. Para el donante 2, la AAIV
inducida por extractos de cebolla y shallot fue méas débil que para el donante 1. La
variacién en la respuesta a la agregacion entre donantes ha sido previamente
reportada (Galmarini, 2000) frente a la adicién de extractos de cebolla, pero no para
shallot.

4.3.2. Variacion en las propiedades antioxidantes entre Alliums

Se detectd actividad antioxidante (AOXA) en los 6 Allium estudiados y se encontraron
variaciones significativas para la AOXA entre las especies. Los valores medios de AOXA
variaron mas de 8 veces y fueron de 247 pumol TE % g pf (para puerro) a 2088 umol TE %
g pf (para ciboulette) (Tabla 13).

El orden decreciente para AOXA fue ciboulette > shallot > ajo > cebolla < cebolla de
verdeo > puerro. El ciboulette resulto ser —significativamente- mas potente antioxidante que
el resto de las especies (p < 0,05), con valores de AOXA entre 5,8 a 8,4 veces mayor que

los antioxidantes méas débiles cebolla, cebolla de verdeo y puerro (Tabla 13).
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Nuestros resultados de AOXA estan en concordancia con reportes previos. Morales-Soto
(2014) encontré rangos de AOXA de 830-4300 pumol TE % g peso seco y de 520-13000
pumol TE % g peso seco para ajo y cebolla, respectivamente. Para puerro, los valores de
ORAC variaron de 27 a 88 umol TE % g peso seco de acuerdo a Bernaert (2012) y
Kameya (2014) reportd un valor de ORAC para cebolla de verdeo de ~50 pmol TE % ¢
peso seco. Los rangos para AOXA previamente reportados para puerro y cebolla de verdeo
son levemente superiores a los reportados aqui, estas discrepancias podrian deberse a
diferencias composicionales entre los cultivares estudiados, a diferencias en el contenido de
agua (o el contenido de materia seca) y a diferentes practicas agronémicas y condiciones
ambientales del cultivo en cada estudio.

Este estudio constituye el primer reporte de actividad antioxidante para puerro y cebolla de
verdeo. Ademas, representa el primer analisis comparativo de AOXA entre las principales

hortalizas del género Allium bajo las mismas condiciones experimentales (ORAC).

4.3.3 Relaciones entre las propiedades funcionales de alidceas y el contenido de

compuestos bioactivos

Los datos del analisis composicional de las partes comestibles de las 6 aliaceas estudiadas
se exponen en la tabla 13. Para estudiar las relaciones entre el contenido de cada uno de los
compuesto bioactivos y las propiedades antioxidantes y antiplaquetarias de cada Allium, se
realizaron analisis de correlacion entre AAIV, AOXA vy la concentracion de cada
compuesto (Tablas 14 y 15.). Se encontraron correlaciones significativas y positivas entre
AAIV vy piruvato (r = 0,74), fenoles totales (r = 0,73), y tiosulfinatos (r = 0,60), mientras
gue no se encontrd asociacion entre AAIV y el contenido de compuestos no flavonoides
(Tabla 14).
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Tabla 14. Valores de correlacion (r) entre piruvato (PV), fenoles totales (FTs), solidos
solubles (SS), solidos totales (ST), tiosulfinatos (TS), flavonoides totales (FL), no-
flavonoides totales (NFL), actividad antioxidante (AOXA) y actividad antiplaquetaria in
vitro (AAIV).

PV FTs SS ST TS AOXA AAIV1(IC50) AAIV 2 (IC50)

FTs 0,57 *

SS 0,77** 0,20

ST 0,95** 035  0,84**

TS 0,83** 0,14  0,93** 0,91**

AOXA 0,67** 0,91** 0,22 0,44 0,27

AAIV1(IC50) 058* 0,68** 059 047* 051* 0,70**

AAIV 2 (IC50) 0,89** 0,78** 0,83** 0,78** 0,69 ** 0,82** 0,84 **

AAIV media 0,74 0,73 0,78 0,63 0,60 0,76

FL 009 o077*> -007 -012 -0,29 060* 055* 0,45
NFL 043 049* -0,15 0,28 011 069** 011 0,33

*p<0,05y **p<0,01

Las diferencias halladas son debidas posiblemente a las variaciones composicionales en los
compuestos antiplaquetarios entre las especies de Allium estudiadas. Las aliaceas difieren
en sus perfiles de compuestos organoazufrados, tanto en las concentraciones como en el
tipo de compuestos (Block, 2010) y se ha comprobado que los tiosulfinatos aislados en
diferentes Alliums tienen AAIV diferencial, siendo la alicina, el tiosulfinato predominante
en ajo, el inhibidor mas fuerte de la agregacion plaquetaria (Briggs et al., 2000). En este
estudio, el ajo resulto ser al agente antiagregante mas potente, con valores de AAIV de 6 a
40 veces mayores respecto de las demas especies estudiadas aqui. Ademas, el ajo posee
significativamente mayor contenido de piruvato y de tiosulfinatos que el resto de las
especies. Estos datos, junto con las correlaciones positivas encontradas entre AAIV y PV (r
= 0,74) y entre AAIV y TS (r = 0,60) sugieren que los compuestos organoazufrados estan

implicados en la AAIV de las especies del género Allium.

Se han reportado actividades antiplaquetarias en compuestos fendlicos tales como los
flavonoides (Hubbard et al., 2006; Ro, Ryu, Park, & Cho, 2015). Concordantemente, en
este estudio se encontraron correlaciones positivas y significativas entre AAIV y fenoles
totales (r = 0,78) y entre AAIV y seis compuestos fendlicos (r = 0,49-0,68), sugiriendo que

los compuesto fendlicos también estarian implicados en la AAIV de los Allium. Las
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mayores asociaciones se encontraron con el acido cafeico (r = 0,68), con la catequina (r =
0,67), y con EGC + ECg (r = 0,59-0,64) (Tabla 15). En conjunto, nuestros datos sugieren
que tanto los compuestos fendlicos como lo azufrados estan involucrados en la actividad
antiplaquetaria de los Alliums. Ademas, es posible que las interacciones entre muchos de
estos compuestos pueda jugar un rol importante al determinar la actividad antiplaquetaria
total de aliaceas.

La actividad antioxidante de las especies estudiadas se correlaciond positivamente con el
contenido de fenoles totales (r = 0,91, p < 0,001) sugiriendo que los compuestos fendlicos
esttn muy implicados en la capacidad antioxidante en especies de Aliaceas.
Concordantemente, la actividad antioxidante se correlacion6 ademas positivamente con
flavonoides totales (r = 0,60) y con los compuestos no flavonoides totales (r = 0,69) (Tablas
14y 15).

Tabla 15. Valores de correlacion (r) entre las capacidades antioxidantes y antiplaquetarias
de alidceas y el contenido de 11 compuestos fenolicos.

Acido Acido Acido Acido

EGC + ) Quer Kaem Cate  Mirice i ] -
ECGg Rutina . ] . Cloro Cuma Cafei Feruli
ECg cetina pferol quina tina . .
génico rico co co
0,91
AOXA 0,13 . 0,33 0,33 0,71** 0,80** 055** 0,57* 0,32 0,28 0,67 **
AAIV 1 0,57 0,51
0,49* 0,59 * 0,13 0,41 0,50 0,07 0,31 0,50 * 0,06
(1Cs0) * *
AAIV 2 0,64
0,16 0,38 0,35 0,23 067* 043 0,10 0,07 0,68 ** 0,25
(1Cs0) *

*p<0,05 y**p<0,01

Estos resultados estdn en concordancia con estudios previos en puerro (Bernaert et al.,
2012) y en otra aliaceas (Nencini, Menchiari, Franchi, & Micheli, 2011) que reportaron
correlaciones positivas significativas entre el contenido de fenoles totales y la actividad

antioxidante.

Adicionalmente se realizaron analisis de correlacion entre fenoles individuales y actividad
antioxidante encontrandose correlaciones positivas significativas entre AOXA y EGC +
ECg (r = 0,91), catequina (r = 0,80), kaempferol (r = 0,71), acido feralico (r = 0,67), acido
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clorogénico (r = 0,57) y miricetina (r = 0,55). Concordantemente, en ciboulette, la especie
mas antioxidante, se hallaron concentraciones de EGC + ECg, catequina, kaempferol, acido
feralico y acido clorogénico significativamente superiores respecto del resto de las especies

estudiadas.

Interesantemente, las especies mas antioxidantes fueron ciboulette y shallot, pero sus
perfiles fendlicos resultaron muy diferentes (Tabla 13) sugiriendo que los compuestos
fendlicos individuales difieren en la fuerza antioxidante. Balasundram (2006) propuso que
la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos depende de su estructura quimica, en
particular el nimero y la naturaleza de los sustituyentes en los anillos aromaticos. Nuestros
resultados sugieren que la capacidad antioxidante de las alidceas depende no solo de su
estructura quimica, sino también de la concentracion de cada compuesto y de las

combinaciones e interacciones entre ellos.

Estudios futuros que consideren el efecto antioxidante de compuestos fenolicos
individuales, sus combinaciones y posibles interacciones entre si, serian interesantes para
clarificar la contribucion de cada compuesto en la AOXA total de cada especie del género

Allium.

Ademas del rol aparente de los compuestos fendlicos en la actividad antioxidante de
aliaceas, se encontraron correlaciones significativas entre AOXA y el contenido de piruvato
(r = 0,67) (Tabla 14), sugiriendo que los compuestos organoazufrados podrian también
estar involucrados en la AOXA. A pesar de que (Block, 2010) report6 que la allicina y
otros tiosulfinatos son antioxidantes, no se encontraron correlaciones entre AOXA vy los
TSs.

4.3.4. Analisis de componente principales (ACP)

El ACP se realizo6 en el conjunto de variables estudiadas en las 6 especies de Allium. La
dimensionalidad de los datos se redujo de 8 variables parcialmente correlacionadas a 2
componentes principales (CP) no correlacionados denominados CP1 y CP2, explicando el
84,2% de la variabilidad observada. Los autovectores, autovalores y el % de variabilidad

explicada se presentan en la tabla 16.

110



Tabla 16. Autovalores, autovectores y % de varianza acumulada para el andlisis de
componentes principales del conjunto total de datos (ACP1) y del perfil fendlico (ACP2)

para las 6 especies de Allium analizadas.

Variable CP1 CpP2
Actividad antiplaquetaria donante 2 0,41 -0,13
Piruvato -0,39 -0,09
Materia seca -0,35 -0,29
Actividad antioxidante -0,34 0,47
Actividad antiplaquetaria donante 1 0,33 -0,21
Fenoles totales -0,32 0,53
Tiosulfinatos -0,31 -0,43
Sélidos solubles -0,30 -0,40
Flavonoides totales -0,15 0,50
R No flavonoides totales -0,17 0,20
2 % varianza acumulada 58,9% 84,2%
Variable CP1 CP2
% Quercetina 0,45 -0,19
% Catequina -0,43 -0,24
% EGCg 0,37 0,17
% Acido Ferulico -0,34 -0,26
% Miricetina 0,33 -0,12
% Acido Cumérico -0,31 -0,28
% Acido Caféico -0,30 -0,21
% Kaempferol -0,16 0,34
% EGC + ECg -0,14 0,17
% Rutina -0,07 0,46
N % Acido Clorogénico -0,07 0,56
2 % varianza acumulada 39,3% 66,2%

El CP1 se correlaciond positivamente con AAIV y negativamente con las siguientes

variables en orden decreciente: piruvato, materia seca, AOXA, fenoles totales, tiosulfinatos,

solidos solubles y flavonoides totales. EI CP2 se correlacioné con fenoles totales,

flavonoides y AOXA. La variacion de los datos estd explicada principalmente por AAIV,

piruvato, materia seca, tiosulfinatos y solidos solubles y, en menor medida por el contenido

de fenoles totales y AOXA. La representacion grafica de los autovectores y autovalores se

visualiza en la figura 37 A, revelando una clara segregacion de las especies de Allium
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analizadas. El ajo se ubicé en el cuadrante inferior izquierdo, el cual esta caracterizado por
altos contenidos de piruvato, sélidos y tiosulfinatos y alta AAIV. La cebolla, el puerro y la
cebolla de verdeo se ubicaron en el cuadrante inferior derecho, caracterizado por valores
bajos de AAIV, piruvato, solidos, materia seca Yy tiosulfinatos. El shallot y el ciboulette se
diferenciaron claramente del resto de las especies presentando alta actividad antioxidante y
contenido de fenoles totales. El analisis de componentes principales corroboro las fuertes
correlaciones halladas previamente entre AOXA vy fenoles totales y entre AAIV y piruvato,

solidos solubles y totales y tiosulfinatos (Tabla 14).

EOO-
FL

FTs

Ciboulette

2004 AOXA

Shallot

0.004

CP 2 (25,3%)

- ‘aaTv1 Cebolla de verdeo
Puerro
-2.00
Ajo i

Ss

-4.00- r T T T T
-4.00 2,00 0.00 200 400
CP 1 (58 9%)

(=]
% Acido clorogénico

% Rutma
Cebolla de verdeo
200 % Kaempferol 4

% EGC/Ecg

0004 Cebolla

Shallot
X % Miricetina
% Quercetina

CP 2(269%)

Ajo

% Catequina

% ECGg

2004 % Acido ferllico ¥ o 4 40 camio
Puerro
% Acido cumérico
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GCP 1(39,3%)

Figura 37. Andlisis de componentes principales. (A) Analisis de componentes principales
del conjunto de datos(ACP1) incluyendo piruvato (PV), compuestos fendlicos totales
(FTs), solidos solubles (SS), sélidos totales (ST), tiosulfinatos (TS), flavonoides totales
(FL), no flavonoides totales (NFL), actividad antioxidante (AOXA), actividad
antiplaquetaria in vitro (AAIV) para ambos donantes analizada como ICs,. (B) Anélisis de
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componentes principales del perfil fenolico (ACP2) expresado como proporcién relativa
(%) de cada compuesto.

La figura 37 B representa el ACP del perfil fendlico de las especies de Allium estudiadas.
Los autovectores, autovalores y el % de variabilidad explicada se presentan en la tabla 16
Once variables parcialmente correlacionadas se redujeron a 2 componentes principales que
explicaron el 66% de la variacion. EI CP1 se correlacioné principalmente con el contenido
de quercetina, catequina, EGCg, &cido ferulico y miricetina. EI CP2 se correlaciond
principalmente con &cido clorogénico, rutina y kaempferol. Se observé una clara separacion
de las especies estudiadas de acuerdo al perfil fenolico. La cebolla y el shallot se ubicaron
en el cuadrante inferior derecho del gréfico, caracterizado por alta proporcion de quercetina
y EGCqg. El ajo y el puerro se ubicaron en el cuadrante inferior izquierdo, caracterizado
principalmente por alta contenido relativo de catequina. Ademas el ciboulette y la cebolla
de verdeo se ubicaron en los cuadrantes superiores caracterizados por altos contenidos de
acido clorogeénico, rutina y kaempferol. La figura 37 B muestra una clara separacién de las
especies estudiadas de acuerdo a su perfil fenolico, permitiendo agrupar a las especies por

perfiles similares.
4.4. Conclusiones

Seis especies de Allium se caracterizaron comparativamente por sus actividades
antioxidantes y antiplaquetarias y su contenido de compuestos bioactivos. Bajo nuestras
condiciones experimentales, el ajo y el shallot resultaron ser los agentes antiplaquetarios
mas potentes, consistentemente para ambos donantes de sangre, mientras que el ciboulette y
el shallot exhibieron las mayor capacidad antioxidante. El puerro, la cebolla de verdeo y la
cebolla resultaron ser las especies antiplaquetarias y antioxidantes mas debiles. Los
resultados del analisis de correlacion sugieren fuertemente que los compuestos
organoazufrados y fenodlicos estan involucrados, en diferente medida, en ambas
propiedades funcionales. Mientras que los compuestos organoazufrados y fendlicos
contribuyen de manera equitativa en la actividad antiplaquetaria, los compuestos fendlicos
contribuyen mucho mas que los azufrados al determinar la actividad antioxidante de las
alidceas. Estudios futuros que consideren las propiedades antiplaquetarias y antioxidantes

de cada compuesto fendlico y azufrado de manera individual y las combinaciones entre
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ellos (que revelen posibles efectos sinérgicos) serian muy Utiles para clarificar el rol y la
contribucion de estos compuestos en las propiedades funcionales de las alidceas. Por otro
lado, determinar la capacidad antioxidante de esta especies de aliaceas por diferentes
metodologias también seria importante, ya que existe evidencia de que la actividad de los
antioxidantes en alimentos y sistemas biologicos depende de una multitud de factores,
incluyendo la composicion del sistema, los tipos de sustratos oxidables, las propiedades
coloidales de los sustratos, las condiciones, los estados de oxidacion y la localizacion de
antioxidantes en las diferentes fases del sistema y el método de determinacion y

cuantificacion de la oxidacion, entre otros (Frankel & Meyer, 2000).

En este estudio, la capacidad antiplaguetaria para shallot y ciboulette y la antioxidante para

ciboulette 'y cebolla de verdeo son reportadas por primera  vez.
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CAPITULO 5

Interferencias en la determinacién espectrofotométrica de piruvato en cebolla.*

*Basado en el articulo: “Errors in spectrophotometric pyruvate analyses for predicting
onion pungency and nutraceutical value” Hebe Vanesa Beretta, Florencia Bannoud,
Claudio Romulo Galmarini and Pablo Federico Cavagnaro. Enviado a la revista Food
Chemistry para su publicacion.
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5.1. Introduccién

La cebolla (Allium cepa L.) es una especie cultivada y consumida en todo el mundo,
principalmente debido a su distintivo sabor. Ademas, la cebolla y otros alliums, como el ajo
(Allium sativum L.) y el puerro (Allium porrum L.) son consumidos por sus propiedades
benéficas para la salud. Entre ellas se han descripto propiedades antiplaquetarias,
hipolipidémicas, hipotensivas, antioxidantes, hipoglucémicas, anticancerigenas vy
antimicrobianas en diferentes especies del género Allium (revisién por Corzo-Martinez,
Corzo, & Villamiel, 2007) las cuales han permitido el reconocimiento de los alliums como

alimentos funcionales.

Una importante caracteristica de los alliums es su pungencia, la cual ha sido descripta
como sensaciones de picor y quemazon (Macpherson et al., 2005). Los compuestos
responsables de la pungencia se forman luego de la interaccion entre la allinasa y los
precursores del sabor S-alquenil-L-cistein sulfoxidos (ACSOs) luego de la disrupcién de
los tejidos frescos (Lancaster & Boland, 1990). Esta reaccion da origen a &cidos sulfénicos,
amonio y piruvato. Estos acidos sulfénicos son muy inestables y rdpidamente reaccionan de
a pares para formar los tiosulfinatos (TSs) (Block, 2010). Los tiosulfinatos son
responsables de la pungencia de las alidceas (Macpherson et al. 2005) y junto con otros
compuestos azufrados derivados de la degradacion de los tiosulfinatos, contribuyen en gran
medida a las propiedades benéficas de los alliums (Corzo-Martinez et al., 2007). Debido a
que tanto el piruvato como los tiosulfinatos se forman en cantidades equimolares en la
reaccion ACSOs-allinasa, el contenido de piruvato se correlaciona positivamente con la
intensidad de la pungencia (Wall & Corgan, 1992) y es cominmente usado como un
estimador del contenido total de TSs (Goldman, Schwartz, & Kopelberg, 1995). Debido a
esto, el contenido de piruvato es tradicionalmente usado (por productores, mejoradores y

empresas) para predecir tanto el sabor como el valor nutracéutico del ajo y la cebolla.

Actualmente, la metodologia mas comdnmente utilizada para la determinacion de piruvato
en aliaceas ha sido el método de Schwimmer & Weston (1961) (SW). A modo de ejemplo,
solo en ajo y cebolla existen por lo menos 56 reportes cientificos en los que ha sido usado

este protocolo (Tabla 17).
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Tabla 17. Lista de publicaciones cientificas que utilizan el método SW para determinar el
contenido de piruvato en cebolla.

Materiales NL'JI’T'IeI’O de Rango de NL'mlwero de Rango de )
vegetales cultivares piruvato * cultivares piruvato * Referencias
blancos coloreados §
1 cultivares 1 05-9 0 0 Freeman & Mossadeghi, 1970
6 cultivares nd nd nd 35-75 Wall & Corgan, 1992
62 cultivares nd nd nd 3,3-13,0 Randle, 1992
16 cultivares nd nd nd 2,2-5,6 Randle & Bussard, 1993
6 cultivares nd nd nd 2,2-34 Vavrina & Smittle, 1993
1 cultivares 0 0 1 30-71 Croci, Banek, & Curzio, 1995
3 cultivares od od o 02-08 Yoo Kil-Sun, Pike, & Hamilton,
1995
36 poblaciones nd nd nd 8,0-13,0 Lin, Watson, & Baggett, 1995
8 poblaciones nd nd nd 4,2-13,0 Simon, 1995
1 cultivares 0 0 1 9,2-20,3 Hanum, 1995
58 poblaciones nd nd nd 3,03-4,85 Wall, Mohammad, & Corgan, 1996
8 cultivares 2 75-12.8 6 6,3-12,4 Kopsell, 1997
6 cultivares nd nd nd 15-6,9 Hamilton, Pike, & Yoo, 1997
4 cultivares 1 06-jul 3 5,0-8,0 Boyhan et al.,1999
13 cultivares nd nd nd 39-79 Alcala, K.S., Pike, & Jones, 1998
1 cultivares nd nd nd 25-59 Hamilton, Sun Yoo, & Pike, 1998
2 cultivares nd nd nd 2,8-85 Lancaster et al., 1998
5 cultivares nd nd nd 35-8,0 Yoo & Pike, 1999
3 cultivares nd nd nd 4-11 Bacon et al., 1999
4 cultivares nd nd nd 3,3-88 Debaene et al., 1999
1 cultivares 0 0 1 6,4-79 Randle, 2000
1 cultivares 0 0 1 3,2-6,0 Benkeblia, 2000
54 poblaciones nd nd nd 3,6-12,2 Galmarini et al., 2001
2 cultivares 0 0 2 6,6 - 13,9 Abbey et al., 2001
6 cultivares nd nd nd 3,6-10,9 Havey et al., 2002
1 cultivares 0 0 1 3,7-5.2 Randle et al., 2002
1 cultivares nd nd nd 38-7.2 Coolong & Randle, 2003a
2 cultivares nd nd nd 3,52 -5,5 Coolong & Randle, 2003b
1 cultivares 0 0 1 6,41-711 Uddin & MacTavish, 2003
16 cultivares nd nd nd 45-95 Resemann et al., 2004
9 cultivares nd nd nd 3,0-9,0 Crowther et al., 2005
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2 cultivares
3 cultivares
8 cultivares
60 individuos
15 cultivares
3 cultivares
4 cultivares
8 cultivares
6 cultivares
4 cultivares
9 cultivares
2 cultivares
2 cultivares
4 cultivares
5 cultivares
9 cultivares
28 cultivares
3 cultivares
86 cultivares
97 poblaciones
1 cultivares
7 cultivares
1 cultivares
18 cultivares

6 cultivares

nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
48-74
nd
nd
72-83

8.24
65-9
0.5-18
nd
6.7-8.2
3.7

nd
43-7.8
nd

8.78

nd

nd

nd

0,3-0,6
9,3-15,8
04-10
5-12,8
18-6,3
3,3-88
4,4-7,08
2,7-5
52-16
20-85
19-72
4,6-8,6
11,37
3,8-6,5
04-8
29-47
3,8-116
6,4-11,8
2,7-13,1
46-117
3,7-7,0
0,4-0,9
3,1-7,0
6,8-153
2,3-33

McCallum et al., 2005
Pezzutti et al., 2005

Abayomi et al., 2006

Guo et al., 2006

Kil Sun Yoo et al., 2006
Dhume et al. 2007

McCallum et al., 2007

Sance et al., 2008

Galdon et al., 2008

Liu, He, Feng, & Chen, 2009
Lee, Yoo, Jifon, & Patil, 2009
Slimestad & Vagen, 2009
Elhassaneen & Sanad, 2009
Lee etal., 2009

Abrameto et al., 2010

Moon et al., 2000

Kil Sun Yoo, Lee, & Patil, 2011
Kil Sun Yoo, Lee, & Patil, 2011b
Mallor et al., 2011

Gallina et al., 2012
Bolandnazar et al., 2012
Kimetal., 2012

Kil S. Yoo, Lee, & Patil, 2012
Chattopadhyay et al., 2013
Jeon, Kim, Lee, & Kim, 2014

*Los valores de piruvato estan expresados en (umol /g peso fresco (pf)). ° Los cultivares

coloreados incluyen variedades amarillas y rojas.

Este método basado en espectrofotometria, es relativamente rapido y econémico, y debido a

esto ha sido adoptado ampliamente. Este método determina los grupos carbonilos derivados

de las moléculas de piruvato que reaccionan con DNPH (2,4-dinitrofenil-hidracina) en

extractos acuosos de cebolla o ajo. La unién de los grupos carbonilos con la DNPH da

origen a un complejo coloreado que absorbe luz a 420 nm.

Anthon & Barrett (2003), (AB) propusieron modificaciones al cominmente usado método

SW, consistentes en cambios en las concentraciones de los reactivos y en la longitud de
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onda de la medicion, a 515 nm en lugar de a 420 nm. Los autores propusieron que estas
modificaciones aumentaban la linealidad y la sensibilidad de los ensayos y que eliminaban
la interferencia por compuestos coloreados presentes en cebolla que absorbian luz a 420 nm

diferentes del piruvato.

Dada la amplia utilizacion del método SW a nivel mundial, el objetivo del presente trabajo
fue corroborar la existencia de compuestos interferentes, tal como fue planteado por
Anthon y Barrett y en caso de hallarla, dilucidar su importancia y naturaleza en diferentes
materiales y condiciones de ensayo. Para esto, se comparan dos metodologias basadas en
espectrofotometria para la determinacion de piruvato denominadas método SW y método
AB en una coleccion diversa de cultivares de cebolla durante tres afios de cultivo con el
objetivo de identificar la metodologia que arrojara los mejores resultados en cada material
de estudio. Se identificaron interferencias utilizando el método SW y su magnitud en

cebollas de diferente color.
5.2. Materiales y métodos
5.2.1. Material vegetal

Once cultivares de cebolla de diferente coloracion y pertenecientes a distintos grupos
ecofisioldgicos (Tabla 18) fueron caracterizados por sus niveles de piruvato durante tres
afios utilizando los métodos SW y AB. Nueve de ellos fueron cultivados en la estacion
experimental de INTA (Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria) La Consulta,
Mendoza, Argentina (33°44°S, 69°07"W) utilizando practicas agronémicas tradicionales
durante las temporadas: 2011-2012, 2013-2014 y 2014-2015 (llamadas de ahora en mas
2012, 2014 and 2015 respectivamente). Los cultivares Morada 1 y Morada 2, dos
variedades fenotipicamente diferentes, fueron adquiridas en un comercio local en los afios
2012 y 2014.

5.2.2. Procesado de las muestras

La preparacion de los extractos acuosos a partir de bulbos de cebolla se realizd segun
(Galmarini et al., 2001). Se utilizaron 3 repeticiones de 5 bulbos cada una. Los bulbos se

pelaron y se cortaron longitudinalmente en mitades. Una mitad de cada bulbo se procesé
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con agua destilada en una relacion 1:1 (peso: volumen) utilizando un procesador hogarefio
(Braun MR 400 Plus). Los homogenatos se dejaron 10 minutos a temperatura ambiente
para permitir la completa hidrolisis de los ACSOs. Luego se filtraron y centrifugaron. Los
sobrenadantes claros se recuperaron y se almacenaron a -20°C. El resto de las mitades se
utiliz6 para el andlisis de sélidos totales (ST). Para determinar el contenido de ST el
material fresco se peso y se llevo a estufa a 60°C hasta peso constante. Los valores se

expresaron como % de materia seca.
5.2.3 Determinacion de piruvato

El dia del andlisis, las muestras se descongelaron a temperatura ambiente, se centrifugaron
y se diluyeron 80 veces en agua destilada.

Método SW: se siguieron los lineamientos de Schwimmer and Weston (1961). Brevemente,
a 2 mL del extracto acuoso diluido se le adicion6 1mL de 0,0125% de DNPH (2,4-di-
nitrofenilhidracina) (Sigma ultra 99%) en 2N HCI. Las muestras se incubaron a 37°C por
10 minutos. Luego, se les agregaron 5mL de NaOH 0,6 N. La absorbancia se midi6 a 420
nm en un espectrofotometro Beckman DU Series 500 UV/Visible. Se construyeron curvas
de calibracidn utilizando soluciones estandar de piruvato de sodio (Sigma ultra 99%). El
contenido de piruvato se expres6 como pmol / g de peso fresco (pf).

Método AB: se siguieron los lineamientos de Anthon y Barrett (2003). El procedimiento
fue el mismo que en el método anterior, pero con las siguientes modificaciones: la
concentracion del DNPH pas6 de 0,0125% a 0,25% en 1 N HCL y se agregd 1mL de
NaOH 1,5N en lugar de 5 mL 1,5N. Las absorbancias se midieron a 515 nm.

5.2.4 Determinacion de flavonoides

El contenido total de flavonoides fue determinado en las 11 variedades de cebolla durante
los afios 2012 y 2015, de acuerdo a (Yang, Meyers, van der Heide, & Liu, 2004). Se
construyeron curvas de calibracion utilizando soluciones estandar de quercetina de sodio
(Sigma ultra 99%). El contenido de flavonoides se expresé como mg de quercetina % g de
peso fresco.

5.2.5. Absorbancia de compuestos interferentes
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Para cuantificar la absorbancia de compuestos diferentes al piruvato (es decir, la
absorbancia de compuestos que interfieren en la determinacion de piruvato), se utilizaron
extractos acuosos de 3 cebollas blancas (Refinta 20, Alfredo INTA, y Antartica INTA), 3
amarillas (Grano de Oro, Valcatorce INTA y Navidefia INTA) y 2 rojas (Moradal and
Morada2). Se hicieron 5 repeticiones por cultivar, y los extractos acuosos se prepararon
como se explicd previamente. Se midio la absorbancia en muestras preparadas siguiendo la
metodologia de determinacion de piruvato, pero sin agregar DNPH para evitar la formacion
del complejo coloreado DNPH-piruvato. Ya que la molécula de piruvato no absorbe luz en
las longitudes de onda utilizadas en ambos métodos, solo compuestos que absorban luz en
esas longitudes de onda seran registrados en el espectrofotémetro. Dichos compuestos que
estan naturalmente presentes en los bulbos de cebolla representan una interferencia en la
determinacion de piruvato. Se compararon los valores de absorbancia obtenidos por ambos
métodos. En todos los casos se utilizd6 como blanco una muestra a la que se le adiciond
agua destilada en lugar del extracto acuoso de cebolla y los mismos reactivos y se siguio el
mismo procedimiento analitico que en las muestras de cebolla. Por otro lado, se realizd un
barrido espectral (de 400 nm a 550 nm) de extractos de cebollas blancas, amarillas y rojas y
de una solucidén de quercetina con y sin la adicion de NaOH en las concentraciones usadas
por ambos métodos (0,6N y 1,5N).

5.2.6. Identificacion de los compuestos interferentes

Para evaluar si la absorbancia observada en las determinaciones de piruvato de extractos de
cebolla coloreadas se debia a compuestos flavonoides, se realiz6 un experimento
complementario. Al extracto acuoso de una cebolla blanca (Refinta 20), caracterizada por
su bajo contenido de polifenoles, se le adiciond cantidades de quercetina y antocianos de
una concentracion equivalente a las cantidades halladas en variedades amarillas y rojas. Se
usaron en este experimento las variedades Valcatorce INTA que posee 41,7 mg de
quercetina en 100 g de peso fresco y como referencia de cebolla roja se usé a Moradal
cuyo contenido de quercetina es de 269,12 mg % g pf y de cianidina de 23 mg % g pf. Se
usaron estandares comerciales de cianidina 3-glucésido y de quercetina aglicona (Sigma
ultra 99%). Se midieron las absorbancias a 420 nm. El contenido total de flavonoides y de

antocianos se midio espectrofotométricamente de acuerdo a (Yang et al., 2004) y a (Fuleki
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& Francis, 1968). Se consider6 que la quercetina representaba el 85% del total de
flavonoides de acuerdo a lo reportado previamente por (Slimestad, Fossen, & Vagen,
2007).

5.2.7 Precision, linealidad, sensibilidad y exactitud

Para analizar la precision de cada método, veinte muestras de un cultivar amarillo se
analizaron de acuerdo a los métodos AB y SW, luego se calcularon los coeficientes de
variacion. EI método con menor coeficiente de variacion fue considerado el mas preciso de
acuerdo a Quattrocci (1992).

Para comparar la linealidad de cada método se prepararon soluciones estandar de piruvato
en concentraciones de 0,01 a 0,9mM. EIl rango de concentraciones en cual el método ha
sido probado y dentro del cual se puede efectuar el dosaje por interpolacion con una curva
estandar fue determinado utilizando el coeficiente de correlacion lineal (r) y posteriormente
se evalud la significancia del coeficiente de correlacion mediante un test estadistico
calculando una valor de t. con n-2 grados de libertad y comparado con t tabulado en un
nivel de confianza de 0,05. Si tr < typia la correlacion lineal resulta significativa (Miller,
2002). Ademas, la pendiente de la curva de regresion fue utilizada como un indicador de la
sensibilidad de cada método. La exactitud de cada método fué calculada de acuerdo a
Quattrocchi (1992) como % de recuperacion (R), calculado como %R = valor

hallado/valor real x 100.

5.2.6 Andlisis estadisticos

Analisis de varianza (ANOVA) y de correlacion se realizaron usando el software InfoStat
version 2013 para Windows 4.0 (Di Rienzo et al., 2013). La comparacion de medias se
realiz6 por el andlisis de la diferencia minima de Fisher (LSD) y los valores de p < 0,05 se

consideraron significantes.
5.3 Resultados y discusion
5.3.1. Comparacion de contenido total de piruvato usando ambos métodos

La determinacion del contenido de piruvato en cebolla es usada comunmente como un

factor de calidad asociado a la intensidad del sabor y a su valor como alimento funcional
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debido a su procedimiento analitico simple y rapido. En este estudio, el contenido de
piruvato fue medido por dos métodos espectrofotométricos diferentes (el método SW vy el
método AB) en cultivares de cebolla de diferente color, origenes geograficos vy
composicion bioquimica. EI método SW arrojé valores de piruvato superiores al método
AB en todas las variedades estudiadas durante los 3 afios de cultivo (Tabla 18). Sin tener en
cuenta el afio y el cultivar, el método SW arrojé valores superiores al método AB en 10 de
las 31 (32,2%) muestras analizadas. Las diferencias relativas (%) entre los métodos fueron
de 3,6 al 65,6%, dependiendo del cultivar y del afio. En promedio, los contenidos de
piruvato medidos por el método SW fueron 33,6%, 18,5% y 15,7% mayores respecto de los
contenidos medidos por el método AB para los afios 2012, 2014 y 2015. Estas diferencia

fueron siempre significativas (los p valores fueron de 0,0001 a 0,045).
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Tabla 18. Comparacion del contenido de piruvato determinado por el método SW y el método AB para 11 cultivares de cebolla en tres
afios de cultivo.

Concentracion de piruvato (umoles/g pf)

2012 2014 2015
Req.
Fotop. (SW- %R (SW- %R (SW- %R
Cultivar Color* 8 Sw AB AB) D Sw AB AB) D sw AB AB) D
] dia 1350 + 1230 +* 130 + 11.70 # 10.18 + 9.82 +
Refinta20  blanco 1.20 10.2 1.40 11.9 0.36 3.6
largo 0.65 1.06 0.20 0.50 0.41 0.60
. dia 1240 + 1110 +* 800 + 7.00 + 9.04 + 8.60 *
Antartica blanco 1.30 12.0 10.20 145 0.44 5.1
largo 0.91 0.85 0.29 1.22 2.02 1.81
dia
) 11.70 + 10.60 =+ 975 + 9.03 + 9.06 + 8.83 +
Alfredo blanco interme 1.20 11.0 0.72 7.9 0.22 2.5
) 0.08 0.09 1.01 0.84 0.17 0.17
dio
. . dia 1240 + 930 + 749 + 591 + 9.27 + 797 +
Cobriza amarillo 3.10 335 1.57 26.6 1.29 16.2
largo 1.01 0.61 0.45 0.33 1.15 0.42
Grano de amarillo dia 1050 + 7.20 + 656 + 591 + 6.64 + 575 #
3.20 45.3 0.64 10.9 0.89 15.6
oro largo 1.02 0.97 0.46 0.57 0.89 0.67
amarillo  dia 11.80 + 7.40 + 889 + 725 + 7.98 + 671 +
Valcatorce 4.40 61.0 1.63 22.5 1.27 18.9
largo 0.61 0.62 1.62 1.41 0.42 0.50
amarillo  dia 11.20 + 6.80 + 6.74 + 573 + 6.41 + 587 +
Valuno 4.50 65.6 0.10 17.5 0.53 9.0
largo 0.26 0.68 0.68 0.69 0.56 0.58
Navidefia amarillo dia 1150 £ 950 = 2.00 21.3 603 + 510 £ 0.93 18.2 5.64 + 478 + 0.86 17.9
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interme  1.01
dio

amarillo  dia 10.22
Angaco

corto 0.93
) 9.40

Moradal  rojo nd
0.55
) 8.50

Morada2  rojo nd
1.34

I+

I+

I+

0.86

7.90
0.69
6.60
0.11
6.20
1.04

I+

I+

I+

2.30

2.80

2.30

29.6

43.0

37.0

0.47

5.66
0.72

nd

nd

I+

0.23

4.14
0.28

nd

nd

I+

151

nd

nd

36.4

nd

nd

0.23

6.75
0.08
9.19
1.43
6.54
0.51

I+

I+

I+

0.29

4.52
0.03
7.64
1.10
5.73
0.32

I+

I+

I+

2.23

1.55

0.81

49.3

20.2

141

Los valores estan expresados como media + desviacion estandar. Diferencias significativas entre ambos métodos estan en negrita. %

RD = Diferencia relativa porcentual calculada como: (SW-AB) x 100 / AB. * Se refiere al color de las catéfilas externas.

§

Clasificacion basada en los requerimientos fotoperiodicos para bulbificar (dia largo: 14 horas, dia intermedio: 13 horas y dia corto 12

horas). Nd: datos no disponibles
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Se realiz6 un andlisis comparativo de ambos métodos por color de bulbo (sin considerar la
variedad de cebolla). La figura 38 muestra las diferencias en la concentracion de piruvato
medidas por los métodos SW y AB, para las cebollas de diferente color. Las diferencias
entre métodos (SW - AB) fueron significativamente mayores (p < 0,05) para cebollas

coloreadas en comparacién con cebollas blancas para los tres afios en estudio.

0.30

0.20 |

0.10 |

Diferencias entre métodos
{Mmoles PV /g pf)

2012 2014 2015
Afio

|DAmariIIa. Roia D Blanca|

Figura 38. Diferencias en los niveles de piruvato obtenidos por los métodos SW y AB para
cebollas de diferente color en tres afios de cultivo. Las diferencias se calcularon como SW —
AB.

Las diferencias en los resultados fueron de 2 a 3 veces mayores en cebollas coloreadas

respecto de las cebollas blancas. Estos resultados sugieren fuertemente que las cebollas
amarillas y rojas poseen compuestos diferentes del piruvato que absorben luz a 420 nm (la
longitud de onda usada en el método SW), pero no lo hacen a 515nm (la longitud de onda
usada por el método AB). Presumiblemente, en cebollas blancas el nivel de estos
compuestos (aquellos que absorben luz principalmente a 420 nm) es menor que en cebollas
coloreadas ya que los niveles de piruvato por ambos métodos fueron mas similares en las
primeras (Fig. 38). La magnitud de las diferencias encontradas entre ambos métodos se
correlacion0 positiva y significativamente con el contenido de flavonoides, para los afios
2012 (r = 0,52; p = 0,003), 2014 (r = 0,46; p = 0,041) y 2015 (r = 0,56; p < 0,001)
sugiriendo que los flavonoides interfieren con las determinaciones de piruvato al utilizar el
método SW.
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Para estimar la absorbancia de los compuestos diferentes del piruvato, los cuales estan
naturalmente presentes en bulbos de cebolla y pueden interferir en la determinaciones de
piruvato, extractos acuosos de cebollas blancas amarillas y rojas se analizaron como en un
“analisis de piruvato” por ambos métodos pero sin agregar DNPH en la mezcla de reaccion

para evitar la formacion del complejo amarillo piruvato-DNPH.

Ya que el piruvato libre, es decir, no unido a DNPH, es incoloro y no absorbe luz a las
longitudes de onda usadas por ambos métodos, solo aquellos compuestos diferentes del
piruvato que absorban luz a 420 nm (SW) y a 515 nm (AB) generan lecturas en el
espectrofotometro. Como resultado, nosotros observamos que la absorbancia de luz en esos
extractos de cebolla difieren substancial y significativamente (p < 0,05) entre ambos
métodos analiticos para los cultivares amarillos y rojos. Para estas cebollas coloreadas, las
absorbancias usando el método SW fueron de 4 veces (para la cultivar Morada 1) a 22
veces (para la cultivar Grano de Oro INTA) mayores que las absorbancias obtenidas
utilizando el método AB. Inversamente, para cebollas blancas, las absorbancias obtenidas
por ambos métodos fueron pequefias y no diferentes significativamente entre si. También es
interesante notar que, con solo una excepcion (Morada 1) todas las absorbancias medidas a
515 nm, usando el método AB fueron pequefias y estadisticamente similares sin importar el
color del bulbo, es decir, considerando cebollas blancas, amarillas y rojas. Considerando lo
anterior, estos datos sugieren que las cebollas amarillas y rojas poseen altos niveles de
compuestos diferentes al piruvato que absorben luz a 420 nm, la misma longitud de onda
usada para medir piruvato en el método SW. Por lo tanto, estos valores de absorbancia en
extractos de cebollas coloreadas que representan entre un 12,8 a un 48,6% de la
absorbancia total obtenida en las determinaciones de piruvato total (Figura 39) representan
una fuente de error considerable en las determinaciones de piruvato por el método SW.
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Figura 39. Valores de absorbancia de extractos acuosos de cebolla debida a compuestos
diferentes de piruvato, en longitudes de onda utilizadas por el método SW (420 nm) y por
el método AB (515 nm). Los asteriscos indican diferencias significativas entre métodos
para cada cultivar (p < 0,05). Los numeros sobre las barras indican el porcentaje que cada
valor de absorbancia representa respecto de la absorbancia total obtenida utilizando el
método estandar de piruvato, es decir, con la adicion de DNPH, para cada método y
cultivar.

Los errores observados, que podrian llevar a una sobreestimacion substancial en los
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contenidos de piruvato en cebollas amarillas y rojas analizadas por el método SW, no se
observaron en cebollas blancas, sugiriendo que las cebollas blancas carecen de compuestos

interferentes a 420 nm.

Las absorbancias diferenciales observadas en cebollas blancas y coloreadas debidas a
compuestos diferentes del piruvato fueron investigadas en un rango de longitudes de onda
de 400 a 550 nm. La figura 40 muestra el espectro de absorcion para extractos de cebollas
blancas, amarillas y rojas y para el compuesto flavonoide quercetina con y sin la adicion de

NaOH en concentraciones usadas por el método SW (0,6N) y por el método AB (1,5N).
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Figura 40. Espectros de absorbancia para cebollas blancas, amarillas y rojas y para el
compuesto flavonoide quercetina con y sin la adicion de NaOH en concentraciones
utilizadas por los métodos SW (0,6N) y AB (1,5N). Las lineas verticales indican las
longitudes de onda utilizadas por los métodos SW (420nm) y AB (515 nm).

En extractos de cebollas amarillas y rojas, un aumento substancial y progresivo en la

absorbancia se observé para longitudes de onda menores a 475 nm cuando el extracto de
cebolla fue alcalinizado, y este incremento se asocié al nivel de alcalinizacion (Figura 40).
Para longitudes de onda superiores a 475 nm, las absorbancias fueron progresivamente
decreciendo, tanto para los extractos acuosos sin el agregado de NaOH como en aquellos a
los que si se les agregd, con diferencias minimas en absorbancias en ambos casos a 515nm.
La misma tendencia se observo en el espectro de absorcion de la quercetina, el flavonoide
mas abundante en cebollas amarillas y rojas. Estos resultados sugieren que la quercetina
podria interferir con las determinaciones de piruvato al utilizar longitudes de onda menores
a 475 nm, tal como se usa en el método SW. Inversamente, en extractos de cebollas
blancas, se observaron variaciones de absorbancia minimas y estadisticamente no
significativas en el rango de longitudes de onda estudiado y esto no fue afectado por la

alcalinizacion. En total, estos datos indican que a 515 nm, la longitud de onda usada por el
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método AB existe poca interferencia por compuesto diferentes al piruvato, sin importar el
color del bulbo ni la alcalinizacion, mientras que a 420 nm, la longitud de onda usada por el
método SW, hay una interferencia substancial en extractos de cebollas amarillas y rojas
(pero no asi en las blancas) presumiblemente debida a quercetina y quizas a otros

flavonoides hallados predominantemente en cebollas coloreadas.
5.3.2. Identificacion de compuestos interferentes

El color amarillo en bulbos de cebolla es debido principalmente a quercetina (Rhodes &
Price, 1996) mientras que cebollas rojas acumulan antocianos ademéas de quercetina
(Fossen, Andersen, @vstedal, Pedersen, & Raknes, 1996). Para probar la hipotesis de que
la interferencia en cebollas coloreadas, al usar 420 nm como longitud de onda de medicion
es debida principalmente a estos flavonoides se realizd el siguiente experimento
complementario: a extractos de cebollas blancas, caracterizadas por su bajo contenido de
estos compuestos, se les adiciond quercetina y/o antocianos en una concentracion
equivalente a aquellas encontradas para estos dos flavonoides en una cebolla amarilla
(Valcatorce INTA) y en una roja (Morada 1), respectivamente y se midié la absorbancia
resultante. Se encontr6 que la concentracion de quercetina puede explicar toda la
interferencia medida en una cebolla amarilla VValcatorce INTA, tal como se evidencia en las
absorbancias estadisticamente similares entre la cebolla Vacatorce y la cebolla Refinta 20
adicionada con el contenido de quercetina de Valcatorce INTA (Figura 41). En la cebolla
roja Morada 1, el contenido de quercetina combinado con el de antocianinas explicaron la
mayor parte de la interferencia, pero no toda, tal como se puede apreciar en el mayor nivel
de interferencia de Morada 1 en comparacion con Refinta 20 adicionada con quercetina +
antocianos. Interesantemente, las antocianinas poseen minima contribucién en la

interferencia (Figura 41).
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Figura 41. Absorbancia a 420 nm de extractos acuosos de una cebolla blanca (Refinta 20),
una amarilla (Valcatorce INTA), una roja (Morada 1) y del extracto de una cebolla blanca
adicionado con quercetina y/o con antocianinas a una concentracién equivalente a la
hallada en cebollas amarillas y rojas, respectivamente. Las letras distintas indican
diferencias significativas p<0,05. Querc. (A) = cantidad de quercetina presente en la
variedad amarilla; Querc. (R) = cantidad de quercetina presente en la variedad roja; Ant.
(R) = cantidad de antocianos presentes en la variedad roja.

De esta manera, la estimacion de la interferencia se realiz6 en todas las cebollas coloreadas.
El contenido de antocianinas + quercetina explico del 89 al 96% de la interferencia, siendo
quercetina el principal compuesto interferente tanto en cebolla amarillas como rojas,
mientras que las antocianinas representan ~ 7% de la interferencia de las cebollas rojas (las

cebollas amarillas no contienen antocianos).
5.3.3. Precision, linealidad, sensibilidad y exactitud

El método AB tuvo un coeficiente de variacion de 0,88%, y resulté menos variable y por lo
tanto mas preciso que el método SW cuyo coeficiente de variacion resulto de 4,97 %. Al
evaluar la linealidad de ambos métodos se obtuvieron coeficientes de regresion superiores
a 0,99 en ambos casos Yy al realizar las pruebas estadisticas adecuadas (prueba t) resulto
que la correlacion lineal era significativa al nivel de significancia de 0,05 y de 0,01 para
ambas metodologias. Ademas, al analizar comparativamente la pendiente de las curvas de

regresion para cada método se encontré que el método AB poseia una mayor pendiente, lo
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que indicaria que este método posee mayor sensibilidad que el SW. Al analizar la exactitud
de cada método, se obtuvieron valores semejantes para ambos métodos ().

Tradicionalmente, el método SW ha sido el m&s comun y méas ampliamente usado para
estimar los niveles de piruvato en cebolla. De hecho, una basqueda en la literatura cientifica
revel6 mas de 56 publicaciones que utilizan el método SW para determinar acido piravico
en cebolla (Tabla 17). A pesar de que la informacion concerniente al color de bulbo de las
cebollas utilizadas en estos estudios no estaba disponible siempre, es altamente probable
que utilizaran variedades amarillas entre los materiales evaluados, ya que las cebollas

amarillas son las mas consumidas a nivel mundial.

El presente estudio demostr6 que el usar el método SW siempre lleva a una
sobreestimacion en los niveles de piruvato en cebollas amarillas y rojas, y que esta fuente
de error puede ser significante, tal como fue observado en el casi 42% de las muestras
coloreadas analizadas y sustancial llegando al 65% en algunas muestras de cebolla (Tabla
18). ElI método AB introduce modificaciones al método original SW, las cuales, basados en
nuestro andlisis comparativo, reducen significativamente la interferencia de compuestos
presentes en cebolla diferentes al piruvato, lo que a su vez mejora la especificidad y
también la reproducibilidad y la linealidad de los analisis.

5.4. Conclusiones

Nuestros datos sugieren fuertemente que la quercetina es el principal compuesto
interferente con las determinaciones de piruvato al utilizar el método SW tanto en cebollas
amarillas como en rojas y que las antocianinas tienen una contribucion minima en la

interferencia.

En conjunto, estos datos apuntan a la importancia de la eleccion del método para
determinar piruvato basandose en los materiales vegetales a ser analizados. Mientras que
para cebollas blancas, con poco contenido de quercetina y nulo de antocianos no
encontramos diferencias significativas entre ambos procedimientos analiticos, para cebollas
coloreadas, el método AB es recomendable respecto al método SW, ya que minimiza las

fuentes de error halladas en estos materiales.
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Debido a que el nivel de piruvato en cebolla es cominmente usado como un indicador de la
intensidad de la pungencia y de la actividad antiplaquetaria, la seleccion de un método
analitico puede contribuir a minimizar errores en programas de mejoramiento tendientes a
aumentar —o a disminuir segun los objetivos- el flavor y el valor nutracéutico en cebolla.
Nuestra caracterizacion de los niveles de piruvato en el germoplasma argentino de cebolla

por ambos métodos (SW y AB) durante tres afios contribuira a este fin.
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CAPITULO 6

Discusion general y perspectivas a futuro
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En esta tesis se estudiaron el perfil cuali-cuantitativo de compuestos bioactivos
responsables del sabor y las propiedades funcionales de la cebolla (Allium cepa L.), como
también aspectos genéticos que determinan la expresion de estos caracteres. También se
evaluaron composicional y funcionalmente otras aliaceas como el ajo, el ciboulette, el
puerro, el shallot y la cebolla de verdeo. Ademas se desarrollaron y evaluaron marcadores
moleculares transferibles entre especies de Allium y se puso a punto una técnica de
determinacion de piruvato, un indicador de la pungencia y contenido total de compuestos

organoazufrados en cebolla.

Analisis genético de caracteres de interés agrondémico y funcional en cebolla,

heredabilidad (H?), nimero de genes involucrados y relaciones entre caracteres.

Se estudi6 la heredabilidad en sentido amplio (H?), el tipo de segregacién y el nimero
minimo de genes involucrados para caracteres de interés agrondmico y funcional en
cebolla, utilizando 22 poblaciones F, segregantes para estos caracteres y sus respectivos
parentales. Se analizaron los siguientes caracteres: actividad antiplaquetaria in vitro
(AAIV), contenido de sélidos, compuestos azufrados, compuestos fendlicos, carbohidratos

(por HPLC) y piruvato.

La mayoria de las poblaciones mostraron amplia variabilidad fenotipica para los caracteres
estudiados. La amplia variabilidad fenotipica observada en algunas F, para algunos
caracteres cuantitativos, sumado a un adecuado tamafo poblacional de las mismas, sugiere
que estos materiales son adecuados para realizar analisis de QTL para dichos caracteres. Se
detectaron individuos transgresivos en mdltiples F, para la mayoria de los caracteres
evaluados. Estos individuos son de interés para su incorporacion en los planes de
mejoramiento de cebolla. Por ejemplo, los individuos transgresivos con AAIV superior al
progenitor Refinta 20, la variedad argentina con mayor poder antiagregante reportada hasta
el momento, serian valiosos -para los programas de mejoramiento- a fin de incrementar las

propiedades antiplaquetarias en variedades de cebollas nacionales.

Los valores de H? encontrados para los caracteres evaluados sugieren un importante

componente genético (y no ambiental) para el control del contenido de SS, ST, PV, AAIV
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y carbohidratos. Estos resultados sugieren que dichos caracteres son heredables y que la
seleccion para dichos caracteres en planes de mejoramiento serd bastante efectiva. Esto,
asociado a los individuos transgresivos ‘superiores’ identificados en las F,, es de gran
interés para el mejoramiento, ya que si se deseara aumentar los niveles de estos
compuestos seria imprescindible partir de materiales con valores altos de dichos

compuestos.

Por otro lado, los valores bajos de H? observados para el caracter ‘peso de bulbo’ son
esperables debido al gran impacto que las practicas de cultivo tienen sobre el tamafio de
bulbo y rendimiento del mismo. El contenido de compuestos fendlicos tambien presento
valores bajos de H? lo cual es coherente con reportes previos que indican que estos

compuestos se sintetizan como respuesta a diversos tipos de estres en plantas.

La existencia de correlaciones fenotipicas positivas significativas entre sélidos,
tiosulfinatos y actividad antiplaquetaria indican que serd dificil desarrollar variedades de
cebollas suaves —poco pungentes- con alta actividad antiplaquetaria. Las correlaciones
inversas observadas entre los caracteres previos y el peso de bulbo sugieren una asociacién

entre cebollas de alto valor antiplaquetario y bulbos pequefios.

Por lo antedicho se concluye que se cumple parcialmente la hipétesis 1, ya que no todos los
caracteres evaluados son heredables, pero si presentaron alta variabilidad, distribucion

normal y acciones génicas explicadas por un modelo simple de aditividad-dominancia.

Desarrollo y evaluacién de marcadores moleculares microsatélites (SSRs)

El desarrollo de herramientas moleculares como son los marcadores microsatélites en
alidceas es importante para encarar planes de mejoramiento asistidos por marcadores, para
caracterizar y posteriormente identificar variedades de aliaceas y en estudios de diversidad.
En la actualidad, se cuenta pon pocos marcadores de este tipo, y en los disponibles, solo en
una fraccion de ellos se conoce su transferibilidad hacia otras especies de la familia
Alliaceae, lo que dificulta su uso en especies menos estudiadas. En la presente tesis se

desarrollaron, evaluaron y caracterizaron cerca de 200 marcadores microsatélites en
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variedades de ajo, cebolla y otras 8 especies de alidceas. Ademas se evalué el polimorfismo
de estos marcadores en dos poblaciones segregantes de cebolla. En total se obtuvo que~
70% de los marcadores evaluados amplificaba en alguno de los materiales analizados. Entre
el 30 y 42% de los marcadores evaluados fue polimdrfico en ajo, cebolla, o en las
poblaciones segregantes de cebolla. Los marcadores desarrollados polimérficos en las dos
poblaciones F2 se utilizaran para la identificacion y mapeo de QTL para los caracteres
evaluados en el capitulo 2 de esta tesis. Ademas, estos marcadores serviran estudios de
genotipado, diversidad genética y seleccion asistida por marcadores (SAM) en cebolla y —

posiblemente- otras alidceas.

Por lo antedicho se concluye que se cumple totalmente la hip6tesis 2, ya que fue posible
desarrollar marcadores moleculares nuevos a partir de las secuencias disponibles

publicamente.

Relacion entre compuestos funcionales y las propiedades antioxidantes y

antiagregantes en especies comestibles de Allium

Las propiedades funcionales mas estudiadas y reportadas en ajo y cebolla son la actividad
antiplaquetaria y antioxidante, pero la informacién acerca de estas propiedades en otras
aliaceas es escasa. Los compuestos presentes en alidceas propuestos como responsables de
estas propiedades son los azufrados y los fendlicos, pero la contribucion relativa de cada
uno de estos grupos de compuestos y la contribucion individual de compuestos aislados en
cada una de estas propiedades benéficas no han sido establecidas. En esta tesis se evaluo el
poder antiplaquetario (AAIV) y antioxidante de las seis hortalizas mas importantes del
genero Allium. El ajo y el shallot resultaron ser los agentes antiplaquetarios mas potentes,
consistentemente para ambos donantes de sangre, mientras que el ciboulette y el shallot
exhibieron las mayor capacidades antioxidantes. El puerro, la cebolla y la cebolla de verdeo
fueron las hortalizas con menor AAIV vy actividad antioxidante. Los resultados del analisis
de correlacion entre compuestos bioactivos y AAIV vy actividad antioxidante sugieren
fuertemente que los compuestos organoazufrados y fenolicos estan involucrados, en
diferente medida, en ambas propiedades funcionales. Mientras que los compuestos
organoazufrados y fendlicos contribuyen de manera equitativa en la actividad

antiplaquetaria, los compuestos fenolicos contribuyen mucho mas que los azufrados en la
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actividad antioxidante de las alidceas. Estudios futuros que consideren las propiedades
antiplaquetarias y antioxidantes de los compuesto fendlicos y azufrados individuales y las
combinaciones entre ellos (que revelen posibles efectos sinérgicos) serian muy Utiles para
clarificar el rol y la contribucion de estos compuestos en las propiedades funcionales de las
aliaceas. Ademés, la determinacion de la capacidad antioxidante por diferentes
metodologias también seria interesante, ya que es posible que el orden de las especies
respecto a su potencial antioxidante cambie al determinar esta propiedad por otra

metodologia diferente.

Por lo antedicho se concluye que se cumple totalmente la hipotesis 3, ya que se encontraron
diferencias y variabilidad interespecifica en las principales hortalizas del género Allium. Y
se cumple parcialmente la hipdtesis 4, ya que se hallaron correlaciones entre compuestos
fenolicos y organoazufrados y las propiedades funcionales en las distintas alidceas, pero no

todas esas correlaciones resultaron positivas.
Fuentes de error en la determinacion espectrofotométrica de piruvato en cebolla

En cebolla, el contenido de piruvato se correlaciona positivamente con la intensidad de la
pungencia, el contenido de compuestos organoazufrados y la AAIV, y es comunmente

usado como un estimador de estos caracteres de calidad en cebolla.

Tradicionalmente, el método de Schwimmer y Weston (1961) (SW) ha sido el mas comin
y méas ampliamente usado para estimar los niveles de piruvato en cebolla. En esta tesis se
analizaron comparativamente dos métodos de determinacion de piruvato y se investigé y
cuantificaron los compuestos interferentes. Este estudio demostré que usar el método de
SW siempre conlleva a una sobreestimacion en los niveles de piruvato en cebollas amarillas
y rojas, y que esta fuente de error puede ser significante y sustancial, llegando al 65% en
algunas muestras de cebolla. Se encontr6 que el método modificado, propuesto por Anthon
y Barret (2003), reduce significativamente la interferencia, mejora la especificidad, la

reproducibilidad y la linealidad de los analisis.

La seleccién criteriosa de un método analitico para medir piruvato puede contribuir a
minimizar errores en programas de mejoramiento tendientes a aumentar —o0 a disminuir

segun los objetivos- el flavor y el valor nutraceutico en cebolla.
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Por lo antedicho se concluye que se cumple parcialmente la hipotesis 5, ya que se

obtuvieron diferencias respecto al % de interferencia, la sensibilidad y la precisién de

ambas metodologias, pero no se hallaron diferencias respecto de la linealidad y la exactitud

de calibracién de los métodos.

En conclusién, los aportes fundamentales de esta tesis son:

1)

2)

3)

4)

La descripcién de la estructura genética y herencia de los caracteres mas
importantes responsables del sabor y de la actividad antiplaquetaria en cebolla. Se
encontrd que la mayoria de los caracteres son de heredabilidad moderada a alta.

El desarrollo y evaluacién de marcadores moleculares microsatélites que fueron
transferibles a 8 especies de aliaceas, siete comestibles y una ornamental. Ademas,
cerca de un 40% de ellos resultaron polimoérficos en ajo, cebolla y en las
poblaciones segregantes de cebolla posibilitando futuros estudios de
caracterizacion, genotipado y mapeo por asociacion en el caso de las variedades y
de mapeo genético por ligamiento y deteccion de QTLs en el caso de las
poblaciones segregantes.

La caracterizacion bajo las mismas condiciones experimentales del contenido de
compuestos bioactivos y de las propiedades antioxidantes y antiplaquetarias de las
principales especies comestibles de importancia econdémica de la familia Alliaceae
(ajo, cebolla, shallot, puerro, ciboulette y cebolla de verdeo). Ademéas se
investigaron correlaciones fenotipicas entre las variables encontrando que tanto los
compuestos azufrados como los fendlicos contribuyen aunque de manera diferencial
en las dos propiedades benéficas de aliaceas analizadas.

La evaluacion de las condiciones experimentales espectrofotométricas éptimas para
aumentar la exactitud en las determinaciones de piruvato en cebolla. Ademas se
investigd y cuantifico la naturaleza de la interferencia al utilizar el método
tradicional y se especifican las condiciones y consideraciones para minimizar la

interferencia en la determinacion segun el color de las cebollas analizadas.
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Se espera que los resultados alcanzados en esta tesis contribuyan al mejoramiento
genético de cebolla y otras alidceas y a su aprovechamiento como alimentos

funcionales.
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