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| RESUMEN
El garbanzo (Cicer arietinum L.) es la segunda leguminosa en importancia econémica
en el mundo y representa una buena fuente de proteinas y carbohidratos en la dieta
humana. El contenido de estos componentes depende del estado de desarrollo de la
semilla y presenta una amplia variabilidad asociada a la gran diversidad genética de
esta leguminosa, lo cual es de utilidad en programas de mejoramiento genético. La
identificacién de genes asociados con caracteristicas de interés puede apoyarse del
analisis de expresion a nivel transcripcional de genes candidatos en genotipos
contrastantes en dichas caracteristicas. Estudios del transcriptoma de garbanzo han
identificado genes clave en procesos de desarrollo del grano, pero la mayoria se han
enfocado en genes relacionados con diferentes tipos de estrés. El objetivo del
presente estudio fue analizar la expresion transcripcional de genes relacionados con
la sintesis de almidén y proteinas en genotipos de garbanzo de interés alimentario.
Se seleccionaron dos genotipos tipo desi y dos kabuli. Se prepararon harinas de
granos en desarrollo (20 y 30 dias después de la antesis, DDA) y maduro a partir de
las cuales se determiné el contenido y composicion de almidén, asi como los perfiles
de proteinas de almacenamiento y proteinas asociadas al granulo de almidon.
También se extrajo ARN de granos en desarrollo para analizar la expresion
transcripcional de genes de sintesis de almidén y proteinas mediante PCR tiempo
real. Los contenidos de almidon (35.02-45.52 g/100 g harina) y amilosa (21.23-28.86
g/100 g almidén) variaron significativamente entre los genotipos estudiados. La
enzima almidon sintasa unida al granulo, responsable de la sintesis de amilosa, fue
la proteina asociada al granulo mas abundante y su acumulacion se correlacion6 con

el contenido de este polisacarido. Los perfiles de proteinas de almacenamiento



mostraron que las globulinas (legumina 11S y vicilina 7S) fueron las mas abundantes
en los genotipos, mientras que la fraccion de albuminas presentd una mayor
acumulacion de lipoxigenasa en los genotipos desi durante el desarrollo del grano.
La expresidon de genes relacionados con la sintesis de amilopectina, enzima
ramificadora de almidon (SBE) e isoamilasa 1 (ISA1), fue mayor en genotipos tipo
kabuli que los desi a los 30 DDA, lo cual correspondié con un mayor contenido de
amilopectina en estos genotipos. En general, se observé una mayor expresion de
genes que codifican para lipoxigenasa y leguminas en los genotipos desi, los cuales
a su vez presentaron una mayor acumulacion de estas proteinas. Los resultados
sugieren el uso potencial de estos genes para desarrollar marcadores moleculares

para apoyar los programas de mejoramiento genético de garbanzo.



ABSTRACT

Chickpea (Cicer arietinum L.) is the second most important legume in the world and
represents a good source of proteins and carbohydrates for human nutrition. The
accumulation of these components changes during seed development and their
contents in the mature seed usually show a wide variability associated with the
genetic diversity of chickpea, which is useful in breeding programs. The analysis of
gene expression in multiple chickpea genotypes represents a strategy to identify
functional markers for traits of interest. However, transcriptomic studies in chickpea
have been focused mainly on stress-related genes. The aim of this study was to
determine the expression at the transcript and protein levels of genes encoding starch
biosynthetic enzymes and storage proteins in chickpea genotypes. Flours were
prepared from developing (20 and 30 days after anthesis, DAA) and mature seeds of
two desi and two kabuli genotypes and then used to determine starch content and
composition, storage protein profiles and starch granule-associated proteins (PAG).
RNA was also extracted from developing seeds (20 and 30 DAA) to analyze the
expression of genes encoding starch biosynthetic enzymes and storage proteins by
gRT-PCR. Starch (35.0-45.5 g / 100 g flour) and amylose content (21.2-28.8 g/ 100 g
starch) varied significantly among the genotypes. Granule-bound starch synthase, the
enzyme responsible for amylose synthesis, was the most abundant among the PAG
and its accumulation correlated with amylose content. The storage protein profiles
showed that globulins (legumin 11S and vicilin 7S) were the most abundant in all
genotypes, whereas the albumins fraction showed greater accumulation of
lipoxygenase in desi than kabuli genotypes during seed development. The genes

encoding enzymes involved in amylopectin synthesis, starch branching enzyme

3



(SBE) and isomylase 1 (ISAl), showed higher expression in kabuli than desi
genotypes and corresponded with the higher amylopectin content observed in these
genotypes. In general, higher levels of transcripts and proteins were observed for
lipoxygenase and legumins in desi genotypes. The results suggest the potential use
of these genes to develop molecular markers to assist in chickpea breeding

programs.



Il INTRODUCCION

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es la segunda leguminosa en importancia
como alimento en el mundo después de la soya, cultivandose en aproximadamente
57 paises, principalmente en los paises en desarrollo, con una produccién mundial
de 14,239,010 ton en el 2014; México ocupé el octavo lugar (FAOSTAT 2016),
siendo Sinaloa el principal estado productor en ese mismo afio (SAGARPA 2016).

La importancia de este grano se debe a que posee un alto valor nutritivo y
nutracéutico en la dieta humana, ya que es una buena fuente de proteinas con buena
composiciéon de aminodcidos esenciales y alta biodisponibilidad (Newman y col
1987). Ademas contiene hidratos de carbono, cuyo principal componente es el
almidon, caracterizado por tener un indice glucémico bajo que permite mantener
fluctuaciones minimas de los niveles de glucosa en sangre (Rizkalla y col 2002).
Entre otros de sus componentes se encuentran fibra dietaria, acidos grasos
insaturados, minerales y vitaminas, asi como compuestos fitoquimicos con
actividades biologicas, entre los que destacan los compuestos fendlicos y
carotenoides (Ladizinsky 1975; Chavan y col 1989).

Las caracteristicas que le confieren al garbanzo su alto valor nutritivo son
influenciadas por el genotipo y su interaccion con el medio ambiente durante las
etapas de desarrollo del grano (Borisjuk y col 2004; Weber y col 2005),
presentandose cambios importantes en la biosintesis y acumulacién del almidén y las
proteinas de almacenamiento. La identificacion de genes relacionados con dichas
caracteristicas puede servir como fuente de mejora de la calidad del grano de este

cultivo tan importante para el Noroeste de México.



El conocimiento y manejo de la diversidad genética es muy importante para
cualquier programa de mejoramiento. En Sinaloa, el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP) ha introducido y
desarrollado nuevas variedades de garbanzo con caracteristicas de interés
agrondmico como resistencia a plagas y enfermedades (Manjarrez y col 2003). Estos
materiales presentan una amplia diversidad genética y variabilidad en caracteristicas
de interés alimentario como contenido de proteina y almidon (Quintero-Soto 2015),
por lo que representan una fuente de mejora de estas caracteristicas para darle
mayor valor agregado a la produccion de esta leguminosa. La identificacion de genes
0 marcadores para su uso en el mejoramiento del garbanzo podria realizarse
mediante el analisis transcripcional de genes candidatos en genotipos contrastantes
en las caracteristicas de interés. En este sentido, son pocos los estudios realizados
del transcriptoma en leguminosas, de los cuales se han podido identificar genes que
son clave en los procesos de desarrollo del grano (Garg y Jain 2013), asi como otros
relacionados con estreses de tipo bidtico y abiético (Mantri y col 2007; Varshney y col
2007) y no se conocen estudios sobre la expresibn de genes implicados en
caracteristicas nutrimentales. Por ello, en el presente estudio se evaluaron los
cambios en la expresion de genes relacionados con la sintesis de almidon y
proteinas, ya que son los principales componentes responsables de las

caracteristicas nutrimentales en garbanzo.



[l REVISION DE LITERATURA

A GENERALIDADES DEL GARBANZO
1 Origen y taxonomia

Diversos estudios han sugerido que el origen del garbanzo (Cicer arietinum L.)
se sitla en el sureste de Turquia, ya que en dicha region se ha observado la
presencia de diferentes especies anuales silvestres fuertemente relacionadas con el
garbanzo, como son C. reticulatum y C. echinospermun. También existen evidencias
botanicas y arqueoldgicas que sugieren que el garbanzo fue domesticado en Medio
Oriente y ampliamente cultivado en la India, Cuenca Mediterrdnea y en Etiopia desde
la antigliedad, extendiéndose posteriormente hacia América y Australia. Se sabe que
en Turquia, Irdn, Afganistan y Asia Central es donde principalmente se encuentran
las especies silvestres de Cicer (Ladizinsky 1975; Duke 1981). En Tell el-Kerkh, Siria,
Asia, se han encontrado evidencias arqueoldgicas que apoyan la idea que la
domesticacién del garbanzo ocurrié alrededor de 10,000 afios a.c., identificAndose en
dicha region 138 semillas/fragmentos de Cicer arietinum (11 completas, 65 medias y
62 fragmentos) (Tanno y Willcox 2006).

En cuanto a su llegada al Continente Americano, se considera que Cristébal
Coldn introdujo el garbanzo a América en su segundo viaje y fue en Las Antillas
donde los espafioles realizaron los primeros cultivos para el establecimiento de dicha
leguminosa, con resultados poco alentadores debido a las condiciones y factores
climaticos desfavorables. Posteriormente, fue traido a México en donde sus
condiciones ambientales favorecieron su rapida expansion, lo que permitid que se

desarrollara con éxito, de tal forma que en pocos afios se convirtid en un producto de



gran importancia comercial lo que origind que nuestro pais lograra competir contra
paises como Turquia, Australia y Espafia (ASERCA 1997).

Diversos estudios sugieren que Cicer reticulatum L. es el progenitor silvestre
de la especie cultivada C. arietinum L., debido a que presentan muchas semejanzas
morfologicas (Ladizinsky 1975; Ladizinsky y Adler 1976; Labdi y col 1996; Singh y
O’Campo 1997). Ademas, Cicer es un género monofilético y posee baja variacion
genética, a pesar de su alta variabilidad morfolégica (Abbo y col 2003).

Taxonomicamente, el garbanzo pertenece a la familia FABACEAE, subfamilia
Papilionoides, tribu Cicereae, género Cicer (Cuadro 1), al cual corresponden 43
especies, 9 anuales y 34 perennes (Taylor y Ford 2007; Singh y col 2008), siendo
Cicer arietinum L. la Unica especie domesticada, agrondmica y econémicamente
importante (Crispin y Lépez 1976). En la subfamilia Papilionoides se encuentran
otras leguminosas importantes estrechamente relacionadas al garbanzo, como alfalfa
(Medicago sativa), trébol (Trifolium spp.), chicharos (Psisum sativum) y lenteja (Lens
culinaris) (Varshney y col 2013).

La especie C. arietum L. es diploide, es decir, contiene dos pares de
cromosomas (2n=2x=16). Posee un tamafo de genoma de 740 Mbp, en el cual se
han identificado unos 28,269 genes (Varshney y col 2013; ICRISAT 2016).

La planta de garbanzo (Figura 1A) es anual con una altura que varia entre 30
y 70 cm, habiendo tipos altos mayores de 1.0 m cultivados en la antigua Unién
Soviética. El follaje esta cubierto de pelos glandulares que secretan exudados
altamente acidos que confieren tolerancia a plagas de insectos, como es el
barrenador de la vaina. Las hojas son compuestas, dispuestas en una forma

alternada con 11 a 13 foliolos. Las flores son auxiliares, solitarias o en inflorescencia
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Cuadro 1. Taxonomia del garbanzo (Cicer arietinum L.).

Categoria

Reino Plantae
Divisiéon Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fabales
Familia FABACEAE
Subfamilia Papilionaceae
Tribu Cicereae
Género Cicer
Subgénero Pseudononis
Seccidn Monocicer
Serie Arietina
Especie arietinum

Taylor y Ford (2007)



Figura 1. Partes aéreas de una planta de garbanzo. A. Planta con vainas e

inflorescencias; B. Flores de genotipos kabuli; C. Flores de genotipos desi.
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de dos o tres, de color blanco, rosa, purpura o azul dependiendo del genotipo (Figura
1B, 1C). La planta cuenta con un sistema de raices profundas y se considera un
cultivo resistente. Produce nédulos en comun con otras legumbres y es eficiente en
la fijacion de nitrdgeno atmosférico, asi como en la absorcién de fésforo en los suelos
gue contienen bajas cantidades del mismo (ICRISAT 2016).

El grano se presenta en vainas cuya longitud oscila entre 15 y 30 mm, el
numero de vainas suele variar de 20 a 150, con un nimero de semillas de una a tres
por vaina (Figura 1A) (ICRISAT 2016), las cuales son globulosas, ligeramente
aplastadas y lobuladas por un lado. Dependiendo de la variedad, los colores de la
semilla pueden ser blanco, mate, crema, café, rojizo y negro; el tamafio de la semilla
también varia ampliamente de grandes a pequefias (Coronel-Elenes 1980). De
acuerdo al cultivar, la forma del grano puede ser redonda, semi-redonda, arrugada,
semi-arrugada y exalbuminosa.

Los genotipos de garbanzo generalmente se dividen en desi, los cuales se
cultivan desde hace unos 5000 afios en la India y regiones tropicales semiaridas, y
kabuli, originarios de Medio Oriente y Mediterraneo, desarrollados por seleccion y
mutacion (Singh y O’Campo 1997). Los dos tipos se diferencian principalmente por el
tamano, forma y color del grano (Figura 2); los tipo desi tienen flores de color rosa
(Figura 1C), pigmentacion en los tallos y una cubierta de la semilla gruesa y de color
oscuro, de tamafio pequefio y de forma angular (Figura 2A), mientras que los tipo
kabuli presentan flores blancas (Figura 1B), carecen de pigmentacion en los tallos,
tienen semillas blancas o beige, de tamafio medio a grande, redondeadas, arrugadas
y de superficie lisa (Figura 2B) (Moreno y Cubero 1978). El peso de la semilla varia

generalmente de 0.1 a 0.3 gy 0.2 a 0.6 g en los tipos desi y kabuli, respectivamente

11



A B

Figura 2. Granos de genotipos de garbanzo. A) Tipo desi; B) Tipo kabuli.
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(Frimpong y col 2009). Ademas, se ha reportado una amplia variacion en la
composicién quimica (contenido de proteina, lipidos y carbohidratos) debido a sus

diferencias genotipicas (Singh y col 1992; Gil y col 1996; Wood y Grusak 2007).

2 Produccién e Importancia econémica

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es la segunda leguminosa en importancia
como alimento en el mundo, cultivhndose en aproximadamente 57 paises,
principalmente en los paises en vias de desarrollo, los cuales contribuyen con mas
del 76 % de su produccion mundial. En el afio 2014 se obtuvieron 14,239,010 ton de
garbanzo (Cuadro 2), siendo India el principal pais productor con cerca del 69% de la
produccion total y el resto fue proporcionado por varios paises entre los cuales se
encuentran Australia, Pakistan, Turquia y México, ocupando nuestro pais el octavo
lugar con aproximadamente 171,000 ton en este mismo afio (FAOSTAT 2016).

Por lo que respecta a la produccion de garbanzo en México, la region
Noroeste donde se ubica el estado de Sinaloa, es la zona productora mas importante
con aproximadamente 80% de la produccion nacional, ocupando Sinaloa el primer
lugar con aproximadamente 103,645 ton en el 2014 (Cuadro 3). Otros estados que
destacan en la siembra de este cultivo son Sonora, Guanajuato y Michoacan
(SAGARPA 2016).

En general, los garbanzos tipo kabuli se han considerado econémicamente
mas importantes, ya que reciben mayor precio de mercado que el de tipo desi, esto
debido a sus caracteristicas agronémicas como es presentar semillas mas grandes lo

gue genera un mayor rendimiento (Agarwal y col 2012).
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Cuadro 2. Principales paises productores de garbanzo (2014)

Pais Produccion (ton)
India 9,880,000
Australia 817,200
Pakistan 750,000
Myanmar 492,300
Etiopia 458,682
Turquia 450,000
Ir&n 275,310
México 171,665
Estados Unidos 127,369
Canada 123,000
Otros paises 693,484
Total 14,239,010

FAOSTAT (2016)
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Cuadro 3. Principales estados productores de garbanzo en México (2014)

Estado Proag(r:]():ién
Sinaloa 103,645
Sonora 24,197
Guanajuato 20,458
Michoacéan 10,950
Baja California Sur 9,563
Otros estados 2,852
Total 171,665

SAGARPA (2016)
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B COMPOSICION QUIMICA DEL GRANO DE GARBANZO

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es una buena fuente de carbohidratos,
proteinas, vitaminas (tiamina, niacina, vitamina E) y minerales (Ca, Mg, Zn, Fe)
(Uma-Reddy y Pushpamma 1986; Reyes-Moreno y col 2000), asi como una fuente
importante de fibra dietaria (Cuadro 4) (Wood y Grusak 2007). Ademas, contiene una
reserva de metabolitos secundarios y componentes bioactivos, lo cual hace que esta
leguminosa pueda considerarse como un alimento funcional cuya ingesta favorece el
control y prevencion de varias enfermedades crénicas en seres humanos (Fratianni

y col 2014).

1 Carbohidratos

El garbanzo contiene entre 50.0 y 70.9 % de carbohidratos, siendo el almidén
el constituyente principal. Ademas, contiene alrededor del 8.0 % de fibra cruda
(Chavan y col 1989). Por ser el almidon el componente mayoritario, en la siguiente

seccion se describe con mayor detalle.

a Almidén

En plantas, el almidon es acumulado en diferentes tejidos, durante el dia es
acumulado en las células de las hojas y desplazado durante la noche a los tejidos de
reserva. En leguminosas el almidén es almacenado en los cotiledones del grano
(Buléon y col 1998). En garbanzo, el contenido de almidon en el grano entero varia
de 36 a 53% (Quintero-Soto 2015; Milan-Noris y col 2016), mientras que en el grano

descascarado va de 55.3 a 58.1% (Singh 1985; Chavan y col 1989).

16



Cuadro 4. Composicion quimica del grano de garbanzo.

Tipo desi Tipo kabuli
Parametro
Min. Max. Min. Max.
Proteina® 16.70 30.67 12.60 29.00
Cenizas® 2.04 4.20 2.00 3.90
Lipidos® 2.90 7.42 3.40 8.83
Ac. Linoleico(18:2)d 45.95 61.50 16.40 70.40
Ac. Linolénico (18:3)° 2.16 4.80 0.30 3.30
Carbohidratos total® 50.64 64.90 54.27 70.90
Almiddén? 32.00 56.30 30.00 57.20
Amilosa® 20.00 41.00 23.00 47.00
Azucares solubles® 5.33 11.80 6.65 7.50
AzUcares totales® 2.20 10.70 5.50 10.85
Fibra cruda® 3.70 13.00 1.17 4.95
Fibra dietaria® 18.40 22.70 10.60 16.63
Vitaminas
Tiamina® - 0.48 - 0.59
Niacina® - 1.54 - 1.76
Vitamina E° - 0.82 0.82 13.7
Minerales
Calcio® 68.0 269 103 259
Magnesio® 107.4 168 119 167
Zinc® 2.2 20.00 2.0 54
Hierro® 3.0 9.8 3.0 9.8

2 Porcentaje en base seca (%, bs); ° Porcentaje de almidén; ©mg/100g; ¢ Porcentaje

de aceite
Wood y Grusak (2007)
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Dependiendo del tipo de garbanzo, el contenido de almidén puede variar ocupando
de un 32 a 56% del peso del grano en los desi y de 30 a 57% en los tipo kabuli
(Cuadro 4) (Wood y Grusak 2007).

Debido a que el almidon es el principal carbohidrato en la nutricibn humana,
éste se clasifica de acuerdo a su grado de digestion en base a la tasa de glucosa
liberada durante su hidrdlisis por enzimas digestivas: en almidén de rapida digestion,
de digestion lenta y almidon resistente, teniendo este Gltimo un impacto positivo en la
salud humana (Guzel y Sayar 2010). Aproximadamente el 35% de almidon total de
garbanzo ha sido considerado como almidén resistente y el 65% restante como
almidén disponible (Aguilera y col 2009a; Aguilera y col 2009b), aunque se han
observado diferencias considerables entre los cultivares de garbanzo (Jood y col
1988; Hoover y Ratnayake 2002; Singh y col 2004; Huang y col 2007; Milan-Noris y
col 2016), las cuales pueden ser debidas a factores ambientales o genéticos.

Los almidones de leguminosas se digieren lentamente a diferencia de los de
cereales, por lo que la digestibilidad depende de la fuente de almidén, el tamafio del
granulo, la relacion amilosa-amilopectina, la cristalinidad, la estructura molecular de
la amilopectina y los poros de la superficie (Hoover y Sosulski 1991; Jane y col 1997;
Zhang y col 2006; Sandhu y Lim 2008). Ademas, los almidones de leguminosas
tienen un indice glucémico bajo, lo que ayuda en el control de la diabetes, asi como
en enfermedades arteriales (Jenkins y col 1982); también se conoce que se
fermentan en el intestino grueso para producir acidos grasos de cadena corta

(Sandhu y Lim 2008) que son beneficiosos para el buen funcionamiento del colon.
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1) Estructura quimica

En las plantas el almidén es el principal carbohidrato de reserva y es
depositado en forma de granulos, cristalinos, cuya morfologia, composicién quimica y
estructura molecular son caracteristicas particulares de cada especie de planta. La
funcionalidad del almidén se debe a la amilosa y amilopectina, principales
componentes de alto peso molecular (Figura 3), asi como a la organizacion fisica de
estas macromoléculas en la estructura granular (James y col 2003). La amilosa y la
amilopectina representan aproximadamente el 98-99% del peso seco del granulo de
almidén y normalmente se encuentran en una proporcion que puede variar
dependiendo de la especie, variedad, etapa de desarrollo y las condiciones
ambientales del cultivo (Shannon y Garwood 1984). El almidén de garbanzo contiene
alrededor de 20-40% de amilosa (Hughes y col 2009) y 60-80% de amilopectina.

La amilosa es un homopolisacérido esencialmente lineal formado de
moléculas de glucosa unidas por enlaces glucosidicos a-(1,4); mientras que la
amilopectina es un homopolisacarido de glucosa unidas por enlaces glucosidicos a-
(1,4) y ademas, ramificado con enlaces glucosidicos a-(1,6) (Figura 3) (Zeeman y col
2007).

En lo referente a los granulos de almidon, andlisis de microscopia electrénica
han mostrado que el tamafio de estos varia de 6 a 31 um en garbanzo (Hoover y
Ratnayake 2002; Singh y col 2004). Ademas, se ha observado que la mayoria de los
granulos son de forma ovalada, aunque también se han encontrado de forma
esférica y redonda (Colonna y col 1982). Estudios de microscopia electrénica,
difraccion de rayos X y analisis de dispersion indican que los granulos de almidén

son semicristalinos y poseen anillos concéntricos con laminillas cristalinas y amorfas
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Figura 3. Estructura quimica de amilosa y amilopectina.
Adaptada de Tester y Karkalas (2002)
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alternadas con una distancia de repeticion de 9 nm (Trethewey y Smith 2000). La
distribucion de la amilosa dentro de los anillos concéntricos difiere entre el centro y la
periferia del granulo, ya que sélo ocupa los lugares disponibles que deja la
amilopectina después de sintetizarse (Tetlow y col 2004a).

El nivel de organizacién del granulo de almidén se debe principalmente a las
moléculas de amilopectina. Este polimero es el mas abundante en el almidén y una
caracteristica del mismo, es su alto numero de ramificaciones. Las regiones con altas
ramificaciones se alternan con regiones que carecen de ellas; esta arquitectura es la
responsable de la naturaleza semicristalina de los granulos de almidén (James y col
2003). La amilopectina contiene cadenas lineales de diversas longitudes, las cuales
se describen en términos de cadenas A, By C (Peat y col 1952). La cadena exterior
A presenta glucosas unidas por enlaces a-(1,4) y la reduccién de glucosa en el Cg
por la unién a una cadena interior B, tales cadenas poseen uniones por enlaces a-
(1,4) y a-(1,6), llevando las otras cadenas como ramificaciones. La cadena C de igual
manera lleva ramificaciones, pero es la que contiene el Unico residuo terminal
reductor (Manners y Matheson 1981); aproximadamente el 5 % de unidades de
glucosa en la amilopectina estdn unidas por el enlaces glucosidicos a-1,6
introduciendo ramificaciones a la cadena (James y col 2003).

Cuando los granulos son observados bajo la luz polarizada, se observa una
cruz oscura caracteristica debido a la distorsion de la luz causada por la cristalinidad
(birrefringencia) (French 1984). La cristalinidad dependera probablemente de
factores genéticos o ambientales durante el crecimiento de la planta (Hizukuri y col

1997).
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2) Biosintesis de almidon

En leguminosas la biosintesis de almidén se lleva a cabo en los cotiledones.
La Figura 4 muestra una vision general de la sintesis de este polisacarido, la cual se
lleva a cabo por medio de la accién coordinada de multiples enzimas de sintesis, asi
como de enzimas involucradas en su degradacion (Tetlow y col 2004b). Dentro de
estas enzimas se encuentran la ADP-Glucosa pirofosforilasa (AGPasa), almidon
sintasas (GBSS, SS), enzimas ramificadoras de almidén (SBE) y enzimas
desramificadoras de almidon (DBE).

El catabolismo de la sacarosa en el citosol y mitocondria produce glucosa-6-
fosfato y ATP, sustratos para la biosintesis de almidon, los cuales son trasladados al
interior del amiloplasto y convertidos a glucosa-1-fosfato por la accion de la enzima
fosfoglucomutasa. Posteriormente, la glucosa-1-fosfato es convertida a ADP-Glucosa
(ADP-GIlu) mediante la enzima AGPasa, considerandose éste el paso regulatorio que
controla el flujo de carbono hacia la biosintesis de almidén. Esta enzima consiste en
pares de subunidades pequefas (SS o a) y grandes (LS o ), constituyendo de este
modo una estructutra heterométrica (a,, B2) (Seferoglu y col 2013). Estas dos
subunidades estan codificadas por dos genes distintos (Okita y col 1990; Nakata y
col 1991; Smith-White y Preiss 1992) teniendo diferentes funciones en la actividad
de la enzima (Okita y col 1990); se ha demostrado que la subunidad pequeia
presenta actividad catalitica y reguladora, mientras que la subunidad grande es la
responsable de la regulacion alostérica de la subunidad pequefia (Ballicora y col
1995; Greene y col 1996), siendo esencial para el funcionamiento de la enzima.

Mutaciones en genes que codifican para las subunidades pequefia y grande

de la enzima AGPasa en maiz (SH2yBT2) y en chicharo (Rb) han mostrado
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almiddn; (4) Enzimas ramificadoras; (5) Almidon fosforilasa; (6) Amilasas, enzimas
desramificadoras, maltasas; (7) Hexoquinasa.

Adaptada de Buléon y col (1998)
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reducciones en la actividad de dicha enzima y como resultado menos contenido de
almidon (Mdller-Rober y col 1992; Okita 1992). Esta relacion observada entre la
actividad de la AGPasa y la acumulacion de almidén, se ha tomado como evidencia
para sugerir que dicha enzima controla la velocidad de sintesis de almidoén.

Las enzimas almidon sintasas (SS) afiladen una unidad de glucosa del
precursor ADP-Glu al extremo no reductor de una cadena de glucosas unidas por
enlaces a-(1,4) para sintetizar los polimeros insolubles, amilosa y amilopectina. Una
gran cantidad de isoformas de almidén sintasas han sido identificadas en el
endospermo de cereales (Jeon y col 2010), las cuales se pueden dividir en dos
grupos principales, uno de ellos involucrado principalmente en la biosintesis de
amilosa, y el segundo grupo limitado a la biosintesis de amilopectina.

El primer grupo de genes de almiddn sintasas incluye almidén sintasas unidas
al granulo 1 y Il (GBSSI y GBSSII). La enzima GBSSI funciona especialmente en la
elongacion de la amilosa, mientras que la GBSSII, codificada por otro gen, es la
responsable de la sintesis de almidén en hojas y otros tejidos que no son de reserva,
los cuales acumulan almidén de manera transitoria (James y col 2003).

El segundo grupo de genes de almidon sintasas, designadas SSl, SSllI, SSlll y
SSIV, esté involucrado exclusivamente en la sintesis de las cadenas de amilopectina
y se encuentran asociadas a los granulos de almidon (Zeeman y col 2010).

Las enzimas ramificadoras de almidon (SBE) también estan presentes en
multiples isoformas. Estas enzimas generan los enlaces a-(1,6) rompiendo los
enlaces a-(1,4) y transfiriendo la cadena al Cg de un residuo de glucosa de otra
cadena formando la estructura ramificada de la molécula de amilopectina. Se ha

observado que en los embriones de chicharo, una reduccion en la actividad de esta
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enzima causada por una mutacion en el locus r, reduce la velocidad de sintesis de
almidon (Burton y col 1995).

Las enzimas desramificadoras de almidén (DBE) catalizan la hidrdlisis de los
enlaces glucosidicos a-(1,6). Existen dos tipos de enzimas DBE en plantas
superiores y se definen sobre la base de sus especificidades de sustrato: enzimas
desramificadoras tipo isoamilasa y tipo pululanasa (James y col 2003). La DBE tipo
isoamilasa rompe las ramificaciones de amilopectina y fitoglucégeno, y esta dividida
en tres isoformas (ISA1, ISA2 y ISA3), mientras que la tipo pululanasa actta sobre
pululanos y amilopectina pero no fitoglucégeno.

Algunos estudios sugieren que ISA2 carece de actividad catalitica debido a la
falta de residuos cataliticos, y que ISA1 y ISA2 forman un complejo
heteromultimérico, mientras que ISA3 parece ser una enzima monomérica (Hussain y
col 2003).

Se ha propuesto que las enzimas DBE pueden ser las responsables de la
remocién de ramificaciones mal posicionadas (pre-amilopectina) generadas en la
superficie de los granulos de almidon en desarrollo, lo cual pudiera, prevenir la
cristalizacion (Tetlow y col 2004a).

Cabe sefialar que las isoformas que presentan cada una de estas enzimas
(GBSS Iy Il; SSS I, 11, Iy IV; SBE 1y Il, que a su vez pueden ser del tipo “a” o “b”),
difieren en el mecanismo de accion durante la sintesis del almidon, generando
estructuras que difieren en el grado de polimerizacion de las cadenas lineales, en la
densidad y en la longitud de las ramificaciones; estas isoformas pueden o no, estar

asociadas al granulo del almidon (Agama-Acevedo y col 2013).
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Ademas del usual proceso de regulacién de las enzimas biosintéticas del
almidon, el estrés abidtico también afecta la cinética del metabolismo, de manera que
el balance de los factores ambientales influye en la acumulacion final de almidén en
los 6rganos de almacenamiento (Mufioz y col 2006). A su vez, dependiendo de la
etapa de desarrollo de dichos 6rganos, puede variar la biosintesis del almidon
(Shannon y Gargwood 1984). Li y col (2007) midieron el contenido de almidon,
amilosa y el tamafio del granulo de almidén durante el desarrollo del grano de maiz,
encontrando cambios importantes en los primeros dias después de la polinizacion,
disminuyendo estos cambios a medida que el grano maduraba, indicando que el
desarrollo de los grénulos de almidén es paralela al desarrollo de los granos.
También se ha observado que la expresion de genes de sintesis en algunas
leguminosas es mayor en semillas en etapas de desarrollo avanzadas (Shannon y

Garwood 1984; Pérez-Grau y Goldberg 1989; Hauxwell y col 1990).

2 Proteinas

El garbanzo representa una fuente barata de proteinas de gran potencial, que
ademas pueden tener un aprovechamiento integral, incluso a nivel de subproductos.
La composicidon de dichas proteinas en aminoacidos esenciales, ricas en lisina y
pobres en los de tipo azufrados (cisteina y metionina), hace que las leguminosas
sean muy Utiles tanto en la alimentacion animal como en la humana porque sus
proteinas complementan a las de los cereales en dietas pobres o en dietas sin
proteina animal (Huisman y Van der Poel 1994; Gatel y Champ 1998).

Las leguminosas acumulan proteinas a lo largo de su desarrollo, por lo tanto,

semillas maduras contienen normalmente valores altos de proteinas. El garbanzo
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presentan un amplio rango de proteina total, el cual puede variar dependiendo del
tipo de garbanzo, con un contenido de 16 a 30% para los desi, y 12 a 29% para los
tipo kabuli (Cuadro 4), asimismo estos porcentajes pueden varian dependiendo de la
especie, estado de madurez y condiciones de cultivo. También, se han reportado
actividades biologicas en estudios realizados en hidrolizados de proteinas de
garbanzo, entre las que se incluyen actividad antifingica y actividad antioxidante
(Yust y col 2003; Torres Fuentes y col 2011; Zhang y col 2011).

Las proteinas de reserva del grano de garbanzo han sido fraccionadas en
base a su solubilidad: en globulinas, las cuales son solubles en soluciones salinas;
en glutelinas, solubles en é&cidos o alcalis; en albuminas, solubles en agua; en
prolaminas, solubles en alcohol y el resto es considerada proteina residual (Singh y

Jambunathan 1982).

a Globulinas

Las globulinas representan alrededor del 50 % de las proteinas del grano,
pudiendo representar hasta el 80 % de éstas; son tipicamente almacenadas en
cuerpos proteinicos y se componen de dos grandes grupos: Legumina 11S vy vicilina
7S (Casey y col 1993).

La legumina 11S es codificada por una pequefia familia de genes y es la
proteina de almacenamiento predominante en las semillas de dicotileddneas,
pudiendo llegar a representar el 46 % de la proteina total (Tavano y Neves 2008).
Esta proteina cuenta con dos polipéptidos a y 3. Poseen una estructura oligomérica
integrada por seis subunidades que interaccionan mediante enlaces no covalentes y

cuyos pesos moleculares se encuentran entre 56 y 60 kDa, por lo que el peso
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molecular total de la proteina es de aproximadamente 320-400 kDa (Casey y col
1993). Bajo condiciones de separacion desnaturalizantes (SDS-PAGE), cada
subunidad da lugar a un polipéptido acido (a) cuyo peso molecular es de 37-40 kDa y
uno basico (B) de 24-27 kDa, los cuales estdn unidos por un enlace disulfuro
(Sanchez-Vioque y col 1999).

La vicilina 7S es una proteina de reserva que puede llegar a representar el 12
% de la fraccién de globulinas, tiene un peso molecular de aproximadamente 136
kDa y esta compuesta al menos de siete polipéptidos en el intervalo de 12.4 a 67
kDa (Tavano y Neves 2008). Las vicilinas no pueden formar enlaces disulfuro debido
a que las subunidades que las componen carecen de cisteina. La subunidad inicial
tiene un peso de 50 kDa pero debido a un extensivo procesamiento postraduccional
del tipo proteolitico y glicolitico, se convierte en subunidades cuyo tamafo varia
considerablemente. Este comportamiento se ha observado en las subunidades de
vicilina del chicharo, las cuales se sintetizan inicialmente como polipéptidos de 47 a
50 kDa, y después del procesamiento postraduccional se convierten en subunidades

de 12 a 33 kDa (Casey y col 1993).

b Glutelinas

El garbanzo es una de las pocas leguminosas que contienen glutelinas, las
cuales pueden llegar a representar hasta el 18.1 % del peso, este contenido
relativamente alto en garbanzo es uUnico para semillas de leguminosas (Chang y col
2012). Estas proteinas estructuralmente son similares a las globulinas y pertenecen a

la familia de las globulinas 11S (Shotwell y col 1988; Takaiwa y col 1999).
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¢ Albuminas

La fraccion de albuminas representa del 15 al 25 % de las proteinas, ya que
incluyen la mayor parte de las proteinas enzimaticas y metabdlicas (Casey y col
1993). Estas se encuentran distribuidas en el citoplasma. La mayor parte de las
proteinas de albumina tienen alguna funcion fisiolégica, tales como las actividades
enzimaticas de las lipoxigenasas, glicosidasas, o proteasas implicadas en la
degradacion de proteinas de almacenamiento. Otras albuminas, como inhibidores de
proteasas o lectinas, estan implicadas en mecanismos de defensa (Gueguen 1991).
Tavano y Neves (2008) informaron que la actividad del inhibidor de tripsina es mas
concentrada en la fraccion de albumina que en la fraccibn de globulina. Estas
proteinas son de importancia nutrimental debido a su alto contenido de lisina y
aminoécidos azufrados (Bhatty 1982; Murray y Roxburgh 1984).

La lipoxigenasa (linoleato: oxigeno oxidorreductasa) es un tipo dioxigenasa
gue cataliza la incorporacion de oxigeno molecular, en moléculas que contengan un
sistema 1,4-pentadieno (Hildebrand y col 1988). Los sustratos especificos para la
lipoxigenasa son acidos grasos poliinsaturados con estructura 1,4-pentadieno, entre
los mas comunes se encuentran a los &cidos linoleico y linolénico. El producto de la
reaccion es un hidroperéxido conjugado, ya que el doble enlace atacado por el
oxigeno se traslada para entrar en conjugacién con el doble enlace vecino. Estos
hidroperéxidos de acidos grasos poliinsaturados actuan como intermediarios para un
gran namero de rutas metabdlicas divergentes. Tal es el caso de la co-oxidacion de
pigmentos, ya que para que ocurra se necesita la presencia tanto de la enzima como

del &cido graso (Sanz 1992).
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Entre la amplia gama de proteinas que se encuentran en albuminas, dos son
las mas abundantes y se han descrito en chicharo como la albumina PA2 y PAl1 o
albumina 2S (Casey y col 1993). PA2 es un homodimero considerado como una
lectina capaz de aglutinar eritrocitos humanos, presente en chicharos y garbanzos
(Vioque y col 1998). PA1 se defini6 inicialmente como un grupo sobre la base de su
coeficiente de sedimentacion de aproximadamente 2 (Youle y Huang 1981), por lo
tanto, se denomindé como albumina 2S; su peso molecular es de aproximadamente
20 kDa y se compone de dos polipéptidos cuyos pesos son 10 y 12 kDa (Vioque y col
1999). La principal funcién de la albumina 2S es de proteina de almacenamiento,
pero debido a su alto contenido de cisteina y su peso molecular bajo, se sugiere que
posee actividad biolégica como inhibidora de proteasas y como proteina de defensa

(Svendsen y col 1994).

d Prolaminas

Las prolaminas son las proteinas que se encuentran en menor proporcion en
el garbanzo, representando solamente el 2.8 % de la proteina total (Chavan y col
1989). Son cadenas polipeptidicas monoméricas con pesos moleculares entre 30 y

80 kDa, ademas son ricas en los aminoacidos prolina y glutamina (Eckert y col 2010).

3 Lipidos

El grano de garbanzo cuenta con un contenido relativamente alto de grasas en
comparacion con otras leguminosas (Pittaway 2006). Su contenido se encuentra en
un rango de 2.90 a 7.42 % en el garbanzo tipo desi y de 3.40 a 8.83 % para tipo

kabuli (Cuadro 4). Contiene acidos grasos como el acido oleico, encontrandose en
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mayor proporcién en los garbanzos tipo kabuli; ademas esta leguminosa posee
acidos grasos poliinsaturados (linoleico y linolénico) esenciales para los seres
humanos, los cuales representan aproximadamente un 65 % de los lipidos totales
(Wood y Grusak 2007). Los granos de garbanzo tipo desi contienen de 46-62 % de
acido linoleico, mientras que en los kabuli se encuentra en un rango de 16-70 %. En
cuanto al 4cido linolénico, su contenido varia de 2-5 % y 0.3-3 % para desi y kabuli,

respectivamente.

4 Compuestos fitoquimicos

El garbanzo posee compuestos fitoquimicos considerados como
nutracéuticos, es decir, que proveen beneficios a la salud incluyendo la prevencion y
tratamiento de enfermedades; entre dichos compuestos se tienen los que poseen
actividad antimutagénica, anticarcinogénica y antioxidante (Defelice 1995; Liu 2004).

Diversos estudios han sefalado que los fitoquimicos poseen capacidad para
prevenir enfermedades cardiovasculares, formacion de tumores, hipercolesterolemia
en sangre y otros desérdenes cronicos (Ruiz y col 2008). Dentro los compuestos
fitoquimicos se tienen los fendlicos, tales como flavonoides y catequinas,
fitoestrégenos, como isoflavonas y lignanos, glucosinolatos, fitoesteroles, terpenoides
y saponinas, ademas de carotenoides (Kalogerolopoulus y col 2010; Pennington y
Fisher 2010).

En relacion a los carotenoides, se tienen dentro de los mas importantes a
luteina, [3-criptoxantina, 3-caroteno, a-caroteno y licopeno (Buzzini 2001). De todos
los carotenoides, el B-caroteno es el mas ampliamente distribuido en plantas y uno

de los mas eficientes en la conversion de vitamina A (Reifen 2002). El garbanzo
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contiene aproximadamente 49 ug de (-caroteno por cada 100 g de harina (Atienza y
col 1998). La luteina y la zeaxantina estan presentes en la macula de la retina, los
cuales son efectivos contra la degradacion macular relacionada con la edad
(Meydani 2001). Abbo y col (2005) reportaron que los carotenoides luteina vy
zeaxantina, se encontraban en mayor proporcién en garbanzo observando valores
promedio de luteina de 0.28 y 0.62 mg/100 g en tipos kabuli y desi, respectivamente;
de igual manera, para zeaxantina se observaron valores de 0.16 mg/100 g para
kabuli y 0.23 mg/100 g para desi, y en menor proporcion (-caroteno, a-caroteno y [3-
criptoxantina.

Los compuestos fendlicos representan uno de los grupos de metabolitos
secundarios mas abundantes en las leguminosas y son considerados como
antioxidantes naturales (Duefas y col 2004; Amarowicz y Pegg 2008). El contenido
de compuestos fendlicos reportado en garbanzo presenta una amplia variabilidad, lo
cual se puede atribuir principalmente al genotipo utilizado, al color de la testa y al
meétodo empleado para su determinacion. En garbanzo tipo kabuli, Xu y Chang
(2007) reportaron un contenido de fendlicos totales de 154 mg EAG/100 g muestra
bs, mientras que Han y Baik (2008) observaron un contenido de 220 mg EAG/100 g
muestra bs. En garbanzo tipo desi, Kalogeropoulus y col (2010) reportaron un
contenido de fendlicos de 61.93 mg EAG/100 g muestra bs, mientras que Segev y col
(2010) y Heiras-Palazuelos y col (2013) reportaron rangos de 150-680 mg EAG/100 g

muestra bs y 123-151 mg EAG/100 g muestra bs, respectivamente.
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C MEJORAMIENTO Y VARIABILIDAD GENETICA DEL GARBANZO

Las leguminosas constituyen una fuente importante de nutrientes en la dieta,
por lo que se llevan a cabo considerables trabajos de mejoramiento para la
promocién de su rendimiento y mejorar su calidad nutricional. En el caso particular
del garbanzo, su potencial de rendimiento parece ser mayor que el logrado
actualmente por los agricultores debido a las probleméaticas que presenta su cultivo.

Tradicionalmente, durante el proceso de domesticacion de la mayoria de los
cultivos no se consider6 como criterio de seleccion la capacidad de los genotipos
para soportar las exigencias causadas por las condiciones abi6ticas adversas, por lo
cual, la capacidad de ajuste o tolerancia de las plantas domesticadas a estas
condiciones es limitada (Grover y col 2001). Debido a lo anterior, se han utilizado
herramientas gendmicas en los programas de mejoramiento en busca de disminuir el
efecto de las condiciones ambientales (Tofifio y col 2007).

En los dltimos afios, se han llevado a cabo programas de mejoramiento con la
finalidad de generar nuevas variedades con mayor rendimiento y buena estabilidad
productiva, asi como con semillas grandes y de alta calidad, resistencia al estrés
abidtico y bidtico, y una estructura de la planta adaptada para la recoleccion
mecéanica (Crind 1987; Singh 1990, 1997). Dicho potencial solo puede explotarse
plenamente, si se cuenta con una gran diversidad de materiales genéticos que
permita seleccionar o mejorar caracteristicas especificas. El banco de germoplasma
del Instituto Internacional de Investigacion de Cultivos para Zonas Tropicales
Semiéaridas (ICRISAT) tiene la mayor coleccion de garbanzo con 20,267 accesiones
de 60 paises, de las cuales 4,153 accesiones se obtuvieron de 65 misiones de

recoleccion en 15 paises y los restantes de donaciones de 19 paises. Dentro de
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dicha coleccion se incluyen 308 accesiones de 18 especies de Cicer silvestres (8
anuales y 10 perennes), de éstas 233 fueron donaciones de seis paises y el resto
(75) se obtuvieron de Afganistan, Turquia, Siria y Pakistdn (Upadhyaya y col 2011).
Algunos de las accesiones fueron donadas por el Centro Internacional de
Investigaciones Agricolas en Zonas Aridas (ICARDA) ubicado en Alepo, Siria, el cual
ademas posee su propio banco de germoplasma.

Debido a la introduccién y evaluacibn de germoplasma de ICRISAT e
ICARDA, se lograron detectar genotipos con resistencia a la “rabia”, enfermedad
ocasionada por hongos del género Fusarium, lo que ha permitido la generacion de
genotipos de garbanzo con resistencia a dicho patégeno.

En la regién Noroeste de México, especificamente en el del estado de Sinaloa
a través del Instituto Nacional de Investigadores Forestales Agricolas y Pecuarias
(INIFAP), se han realizado estudios para identificar fuentes de resistencia y
transferirla a variedades de interés comercial mediante mejoramiento clasico.

Las primeras variedades mejoradas de garbanzo blanco tipo kabuli para el
Noroeste de México obtenidas por seleccién individual fueron: Unién, Angostura,
Culiacan 860 (grano blanco, calibre 42-46 semillas por 30 g, color crema claro) y
Sinaloa. Durante los 70’s y 80’s se obtuvieron otras variedades como Surutato 77,
Sonora 80 y Santo Domingo 82, las cuales presentaban mejor rendimiento, calidad, y
resistencia al ataque de Fusarium, misma que se introdujo de garbanzo forrajero.
Con el trabajo de INIFAP mediante genética clasica, se han ido liberando variedades
como Tubatama 88, Mocorito 88 y Blanco Sinaloa 92, Hermosillo 93, Pictic 93, Costa

2004, Suprema 03, Jumbo 2010 y Blanoro.
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La biologia molecular es una de las herramientas mas utilizadas para estudiar
las bases genéticas de la variacion natural de caracteres complejos involucrados en
la aptitud, adaptacion al ambiente y evolucion de las poblaciones; asimismo ha
permitido el escrutinio de grandes colecciones de recursos genéticos para identificar
regiones cromosémicas, genes o polimorfismos involucrados en la variacion de
caracteres agronémicos que pueden ser utilizados en programas de mejoramiento
genético. Dicha variabilidad genética se puede analizar empleando marcadores
moleculares neutros o de ADN (acido desoxirribonucleico) y asociando el genotipo de
estos marcadores con la variacion fenotipica del caracter de interés apoyandose de
un andlisis estadistico.

Cabe sefalar que los marcadores moleculares corresponden a cualquier gen,
cuya expresion permite un efecto cuantificable u observable como serian las
caracteristicas fenotipicas, por lo que dicho efecto podria detectarse facilmente. Este
tipo de marcadores pueden evaluarse desde que los individuos estan en sus
primeros estadios de desarrollo y se pueden aplicar usando todo el individuo o sélo
parte de él. Es importante resaltar que un marcador molecular se considera como
marcador genético si se transmite segun las leyes basicas de la herencia
mendeliana. Los marcadores moleculares se dividen en bioquimicos y de ADN.
Dentro de los marcadores bioquimicos se incluyen a las proteinas y las isoenzimas o
aloenzimas, y constituyen la primera generacion de marcadores moleculares
(Tanksley 1983).

Para evaluar la diversidad genética molecular se recomienda el uso de
marcadores de ADN entre los que se tienen a los RFLP (Polimorfismo en el tamafio

de fragmentos de restriccion), RAPD (ADN polimorfico amplificado al azar), AFLP
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(Polimorfismo en la longitud de fragmentos amplificados), SSR (Repeticion de
secuencias sencillas), entre otros.

El conocimiento y manejo de la diversidad genética es muy importante para
cualquier programa de mejoramiento. Los marcadores han sido de gran utilidad para
establecer relaciones genéticas entre especies del género Cicer (Shan y col 2005).
La mayoria de estos trabajos han reportado una gran diversidad en materiales
silvestres de dicho género, pero una variaciéon mas limitada en garbanzo cultivado.

La introgresion de genes de la especie silvestre se puede controlar de manera
efectiva con el uso de marcadores moleculares, lo que acelera la transferencia de
rasgos de importancia agronémica en las bases genéticas deseables para el
desarrollo de variedades con resistencia duradera a través de seleccion asistida por
marcadores (Singh y col 2008).

Debido a los problemas de tipo biético y abiético que afectan el rendimiento
del cultivo de garbanzo, la mayoria de las investigaciones se han enfocado hacia la
busqueda y desarrollo de marcadores moleculares asociados con estas
caracteristicas. Varios estudios se han encaminado a descubrir y caracterizar un
gran namero de microsatélites en garbanzo (Sethy y col 2006; Varshney y col 2007).
El polimorfismo encontrado con estos marcadores ha permitido el desarrollo de
mapas genéticos que son Utiles para la identificacion de genes asociados con
algunos caracteres de interés agronémico como resistencia a estrés y el control de
enfermedades fungicas importantes (Abbo y col 2003; Singh y col 2008), destacando
la enfermedad de la rabia causada por el hongo Fusarium. Sin embargo, se
requieren mas estudios en estos materiales para identificar marcadores moleculares

asociados con otras caracteristicas de interés agroalimentario, funcionales,
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nutricionales y nutracéuticas, como es el caso de contenido de proteina y almidén,
para darle un valor agregado a la produccion de garbanzo y expandir su mercado. En
este sentido, el analisis transcripcional de genes especificos en diferentes individuos
permite inferir sobre patrones especificos, los cuales pueden ser relevantes al
relacionarse con una caracteristica de interés.

Herramientas de alto rendimiento de la genémica funcional han cambiado la
investigacién biolégica y tienen gran impacto en la reproducciéon de plantas que
evoluciona gradualmente la mejora de los cultivos (Varshney y col 2005). Las nuevas
tecnologias prometen resolver las limitaciones en la definicion de las asociaciones
entre las secuencias de genes especificos y fenotipo. Como resultado, se ha
desarrollado el concepto marcadores de expresion, que se centra en el
establecimiento de las llamadas huellas dactilares de expresion, es decir, patrones
especificos de todos los genes que responden a una caracteristica (Singh y col

2008).

D EXPRESION DE GENES EN LEGUMINOSAS

A nivel celular la informacién genética cifrada en el ADN y contenida en los
genes se expresa a través de los mecanismos de transcripcion y traduccién, a partir
del cual se producen moléculas de &cido ribonucleico mensajero (ARNmM) vy
proteinas, respectivamente. La transcripcion es un proceso nuclear cuya activacion
depende de estimulos intra o extracelulares que activan cascadas de sefalizacion
para determinar cuales genes deben expresarse o reprimirse de acuerdo con el tipo
de estimulo inicial (Soto-Sedano y Lopez-Carrascal 2012). En las células vegetales

las rutas de transduccidon de sefiales normalmente afectan la trascripcion de genes.
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Las modificaciones en la transcripcion pueden llevarse a cabo mediante activacion e
inhibicion de las secuencias de reconocimiento en los promotores por la actividad de
factores de trascripcién, modificaciones en la cromatina, empalme del ARNm vy
cambios en la estabilidad del ARNm. El proceso de traduccion también esta
influenciado por la dinamica de transduccion de sefiales, a través de modificaciones
postranscripcionales, trafico intracelular, degradaciéon de enzimas, alteraciones de la
actividad enzimética o la sefalizacién hormonal (Tofifio y col 2007).

La cantidad de moléculas producidas de determinado ARNm depende de la
funcion que éste tenga en un proceso celular especifico. Asi, cuando se requiera dar
respuesta a una condicion determinada en la cual un gen tiene una participacion
importante, mas moléculas de este transcrito se producirdn. De forma similar, bajo
ciertas circunstancias particulares hay genes que permanecen apagados, pero un
estimulo hace que se expresen y se inicia entonces la transcripcion. De esta manera
la determinaciéon de ddénde, como y cuando es generado un transcrito, bajo una
condicién dada, es fundamental para el entendimiento de la actividad biol6gica de un
gen. Méas aun, los niveles de ARNm pueden dar no solamente una vision clara de
patrones de expresion, sino también cuantificaciones altamente correlacionadas
entre cambios en la abundancia de ARNm con cambios en la abundancia de
proteinas (Lockhart y Winzeler 2000). En conjunto, todos los transcritos derivados de
genes que se producen en una célula en un momento y bajo una condicion fisiolégica
determinada se denomina transcriptoma. La informacion sobre los transcriptomas de
individuos permite inferir sobre patrones especificos de expresion de alelos, los
cuales pueden ser relevantes hacia una caracteristica (Guo y col 2004; Tirosh y col

2009).
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1 Principales técnicas utilizadas en el andlisis del transcriptoma

En la década de los noventa, los Northern blots, los microarreglos de ADNc
(ADN complementario obtenido por transcriptasa inversa a partir de ARNm), los
ADNCc-AFLP y el analisis serial de expresién de genes SAGE (del inglés serial
analysis of gene expression), entre otras técnicas, permitieron el desarrollo y
generacion de conocimiento en transcriptdmica, al estudiar la expresién de genes
relacionados con respuestas a estimulos o a condiciones particulares, asi como para
determinar cambios en los patrones de expresion génica en tratamientos y cinéticas
de expresion (Shalon y col 1996; Schena y col 1998; Meyers y col 2004; Marguerat y
Bahler 2010). Sin embargo, estas estrategias resultan limitantes al estar basadas en
hibridacién, tener baja cobertura y en algunos casos necesitar algin conocimiento
previo de la secuencia del genoma para su implementacion (Ward y col 2012).

En la actualidad otro método utilizado y preferido debido a su mayor
sensibilidad, especificidad y rango dinamico amplio es la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa en Tiempo Real (QRT-PCR), donde el ARNm es copiado a ADNc
generandose un intermediario de doble cadena por la reaccién de transcripcion
reversa y posterior amplificacion de la cadena por la reaccién de la polimerasa
(Freeman y col 1999; Gachon y col 2004). En este método los niveles de deteccion
han aumentado significativamente mostrando en tiempo real la duplicacion exacta del
material inicial en la reaccién de PCR por la incorporacion de fluoréforos a la doble
cadena naciente, lo que permite detectar cambios de dos Ordenes de magnitud
comparado con los geles de bromuro de etidio que manifiestan cambios de diez
ordenes de magnitud (Barrero 2005). Ademas, gRT-PCR requiere la normalizacion

de un gen de control expresado en niveles constantes en todas las condiciones
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experimentales que se analizan, para la obtencién de resultados precisos y fiables

(Garg y col 2010).

2 Estudios de expresion transcripcional en leguminosas

Con la finalidad de encontrar las posibles mejoras en la calidad nutricional, asi
como de caracteristicas agronémicas, es necesario tener una clara comprension
sobre los mecanismos regulatorios que intervienen en el proceso de desarrollo de las
semillas, lo cual puede lograrse a través del estudio del transcriptoma. Dicho estudio
permite la identificacion a gran escala de ARNm, proporcionando informacion sobre
las bases moleculares de los genes y rutas implicadas en los procesos de desarrollo.

El transcriptoma completo de garbanzos silvestres ha sido secuenciado
usando altas tecnologias de secuenciacion (Garg y col 2011; Jhanwar y col 2012).
Los estudios han sido enfocados hacia la identificacion y caracterizacion de algunos
genes relacionados al estrés (Mantri y col 2007; Varshney y col 2007), existiendo la
necesidad de obtener recursos gendmicos de diversos genotipos de garbanzo vy
variaciones genéticas relacionadas a caracteristicas nutrimentales y nutracéuticas.
Molina y col (2008) realizaron un estudio sobre el transcriptoma de garbanzo en
respuesta a la sequia, encontrando que la biosintesis de proteinas disminuia al
encontrarse la planta bajo este tipo de estrés; ademas encontraron que los procesos
biolégicos como la transduccion de sefales y la regulaciéon de la transcripcion
estaban involucrados en respuesta temprana al estrés. Del mismo modo, Deokar y
col (2011) realizaron un analisis comparativo entre las secuencias expresadas entre
genotipos de garbanzo susceptibles y resistentes a la sequia, observando que este

tipo de estrés estaba relacionado con la ruta de los flavonoides, ya sea en el proceso
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metabdlico o de biosintesis, sugiriendo que la regulacién del proceso de biosintesis
se ve afectado por la sequia.

Ashraf y col (2009) realizaron un estudio sobre el transcriptoma de garbanzo
en respuesta a la marchitez utilizando un genotipo resistente y otro susceptible. Los
autores identificaron un gran nimero de genes, de los cuales asignaron al 60 % de
ellos una funcion especifica, entre las que se encuentran regulacion en los procesos
de sefalizacion y transcripcidon, proceso de traduccion y metabolismo, siendo esta
dltima la clase mas grande con 14.56 % de los genes detectados, encontrandose
genes implicados en varias rutas metabdlicas como la de carbohidratos, acidos
grasos y proteinas. Ademas, encontraron que el 1.24 % de los genes estaban
implicados en procesos de desarrollo, los cuales estaban asociados con la
maduracién y senescencia y, con proteinas de almacenamiento como las albiminas,
las cuales se ha demostrado estan involucradas en los procesos de respuesta a
estrés. También pudieron identificar genes asociados a la biosintesis de metabolitos
secundarios, como chalcona sintasa y chalcona isomerasa.

El estudio del transcriptoma puede proporcionar ideas sobre la funcién de
genes, los programas transcripcionales y las bases moleculares de diversos
procesos celulares en leguminosas, incluso en ausencia de la secuencia del genoma.
Garg y col (2011) realizaron el estudio de los transcriptomas de cinco tejidos de
garbanzo (semillas, raiz, brotes, hojas y flores), el cual revelé que el mayor nimero
de transcripciones tienen funcidon en la membrana plasmatica de los cloroplastos, que
el 19.5 % de los genes intervienen en el proceso de metabolismo de proteinas vy el

15.6 % estan implicados en procesos de desarrollo, ademas de estar relacionados
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con respuestas de diversos estimulos bidticos y abidticos, estrés y transduccion de
sefales.

Agarwal y col (2012) realizaron un analisis comparativo del transcriptoma de
garbanzo tipo kabuli con el de tipo desi, encontrando que el 71 % de los transcritos
podria ser asignado a una funcion especifica, de los cuales el 20.8 % estaba
relacionado al metabolismo de proteinas, el 13.5 % representaba la respuesta a
estimulos bidticos o abidticos, 13.3 % a respuesta a estrés y 12.2 % a procesos de
desarrollo. Entre los transcritos también se encontraron aquellos asociados a
cloroplastos, membrana plasmatica y nudcleo, siendo los més abundantes los de
componentes celulares, pero en forma general, similares para ambos genotipos. Los
resultados también mostraron que la longitud promedio de los transcritos y el tamafio
del transcriptoma fueron mayores en los garbanzos tipo kabuli que en los desi,
encontrando una amplia diversidad funcional (moleculares, procesos biolégicos y
componentes celulares) en los transcritos de kabuli; ademéas, al observar el
contenido de ADN de ambos genotipos, no encontraron diferencias significativas, a
pesar de las claras diferencias fenotipicas entre ellos.

Jain y col (2013) realizaron un estudio sobre la secuencia del genoma de
garbanzo, donde pudieron observar que de los genes encontrados solo 170 estaban
asociados al metabolismo de carotenoides, mientras que 643 se asociaron al
metabolismo de flavonoides.

El proceso de desarrollo de las semillas requiere de la expresion y regulacion
de varios genes de manera coordinada (Garg y Jain 2013). Pradhan y col (2014)
desarrollaron un analisis global del transcriptoma de semillas de garbanzo en

desarrollo, encontrando que la mayoria de los genes estaban involucrados en
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funciones moleculares, seguido por procesos biolégicos y de composicién celular;
también encontraron que el 93.3 % de los genes eran expresados en al menos una
de las etapas en desarrollo, de los cuales el 65.8 % se expresaban en las primeras
etapas de desarrollo, mientras que el 43.15 % eran expresados en las etapas
posteriores. También, encontraron que los genes relacionados con el metabolismo
de carbohidratos eran mayormente expresados en las Ultimas etapas de desarrollo y
en ellos se incluian genes de enzimas como la almidon sintasa y desramificadoras;
en el mismo sentido, observaron que la expresién de genes de proteinas de
almacenamiento aumentaba gradualmente al aumentar las etapas de desarrollo,
mientras que los de enzimas y reguladores de la transcripcién disminuian, lo cual
podria favorecer el aumento de la calidad nutritiva de las semillas de garbanzo.
Ademas, observaron la expresion de genes implicados en la biosintesis de
metabolitos secundarios importantes como flavonoides, entre ellos lo de las enzimas
isoflavona sintasa, flavonol-3-hidroxilasa y chalcona isomerasa, presentaban una
mayor expresion en la primera etapa de desarrollo, disminuyendo conforme
aumentaba el desarrollo de la semilla, mientras que enzimas como la flavona sintasa
y 2-hidroxiflavona sintasa, se expresaban mayormente en las Ultimas etapas de
desarrollo. Esto sugiere que la biosintesis de flavonoides puede estar asociada con
la maduracién de las semillas, por lo que el garbanzo puede servir como una buena

fuente de antioxidantes.
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IV JUSTIFICACION

El garbanzo es un cultivo de gran importancia nutricional y nutracéutica
debido a su contenido de almiddn, proteinas y fitoquimicos. A pesar de ello, los
recursos genéticos disponibles son audn limitados y los materiales de interés
comercial existentes se han desarrollado tomando en cuenta caracteristicas
agronomicas. Es por ello que se requieren estudios para identificar marcadores
moleculares asociados con caracteristicas nutricionales y nutracéuticas, como
contenido de proteina y almidén, lo cual daria un valor agregado a la produccién de
garbanzo. La identificacion de genes o marcadores para su uso en el mejoramiento
del garbanzo podria realizarse mediante el analisis transcripcional de genes
candidatos en genotipos contrastantes en las caracteristicas de interés. Por ello, en
el presente trabajo se realizdé un andlisis de expresion de genes y su relacién con
caracteristicas nutrimentales en genotipos de garbanzo de interés alimentario,
esperando que este estudio sirva para la caracterizacion de los genes candidatos, y
no solo proporcione nuevos conocimientos sobre la comprension del desarrollo de

semillas, sino también proporcione recursos para la mejora del cultivo.
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V HIPOTESIS
Los genotipos de garbanzo (Cicer arietinum L.) seleccionados presentan una
amplia variacién en la expresion de genes implicados en la sintesis de almidén y
proteinas, lo cual se relaciona con la variabilidad en el contenido de estos

componentes.
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VI OBJETIVOS
A OBJETIVO GENERAL
Analizar la expresion transcripcional de genes relacionados con la sintesis de
almidén y proteinas en genotipos de garbanzo (Cicer arietinum L.) de interés

alimentario.

B OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Determinar las propiedades fisicoquimicas del granulo de almidon en una

seleccion de genotipos de garbanzo.

2) Determinar el perfil de las proteinas asociadas al granulo de almidon y las
principales fracciones de proteinas de almacenamiento en los genotipos de

garbanzo seleccionados.

3) Analizar la expresion a nivel transcripcional de genes de sintesis de almidon y

proteinas en los genotipos de garbanzo.

4) Determinar la relacion entre los niveles de transcritos y las caracteristicas

evaluadas.
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VIl MATERIALES Y METODOS

A MATERIALES

Se utilizaron dos genotipos de garbanzo tipo kabuli donados por el Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), los cuales
corresponden a genotipos comerciales (Blanco Sinaloa 92 y Jumbo 2010), asi como
dos genotipos de garbanzo tipo desi (ICC 6306 e ICC 3421) provenientes de la
coleccion del Banco Mundial de Germoplasma del Instituto Internacional de
Investigacion de Cultivos para Zonas Tropicales Semiaridas (ICRISAT), de los cuales
ICC 3421 ya esta siendo utilizado en programas de mejoramiento de INIFAP (Figura
5). Estos materiales fueron cultivados en el Campo Experimental Valle de Culiacan
(CEVACU) del INIFAP. Se cosecharon granos en desarrollo a los 20 y 30 dias
después de la antesis (20 y 30 DDA), y granos maduros. Los granos en desarrollo se

congelaron en nitrogeno liquido y se almacenaron a -70 °C hasta su uso.

B METODOS
1 Obtencidén de harinas

Para la obtencion de harinas, los granos fueron procesados con un molino
mezclador de bolas modelo MM400 (Retsch, Haan, Alemania) y la harina se paso por

una malla #100 para obtener un tamafo de particula homogéneo de 150 um.

2 Propiedades fisicoquimicas del almidén
a Determinaciéon de almidon total
El contenido de almidon total se determiné utilizando el kit comercial K-TSTA

(Megazyme, Irlanda). Se pesaron 100 mg de harina de los genotipos en diferente
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Blanco Sinaloa 92 Jumbo 2010
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ICC 6306 ICC3421

Figura 5. Genotipos de garbanzo utilizados como materiales. A) Tipo kabuli; B) Tipo

desi.
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estado de desarrollo (20 DDA, 30 DDA y maduro) a la cual se le agregd 5 mL de
etanol al 80 % y se incub6 durante 5 min a 80-85 °C. Posteriormente, la pastilla se
lavé dos veces con 5 mL de etanol al 80 % para eliminar maltodextrinas. La muestra
libre de maltodextrinas se coloc6 en agitacion por 20 min a 4 °C en presencia de
KOH 2M con la finalidad de disolver el almidon resistente, seguido de neutralizacion
con amortiguador de acetato de sodio (1.2 M, pH 3.8). Se adicionaron 100 pL de a-
amilasa y 100 pL de amiloglucosidasa. Se incubé a 50 °C durante 30 min,
posteriormente se afor6 a 100 mL con agua destilada. Se tomé una alicuota de 10
mL y se centrifugd a 1,800 g por 10 min (Eppendorf, Mod 5804 R, Hamburg,
Alemania), del sobrenadante se tomaron 100 pL de muestra por duplicado y se
adicionaron 3 mL de Glucosa oxidasa peroxidasa (GOPOD) para una posterior
incubacion durante 20 min a 50°C. Para la obtencion del blanco se tomaron 100 pL
de agua desionizada estéril y por ultimo, se agregaron 3 mL de GOPOD; de igual
manera se realiz0 para la obtencion del estdndar de glucosa. Transcurrido el tiempo
de incubacién se midié la absorbancia de las muestras a 510 nm (Thermo Scientific,
Mod BioMate 3S, USA). El porcentaje de almidon se obtuvo con la siguiente formula:
% Almidon = AA X F/P x FV x 0.9
Donde:
AA = Absorbancia de la reaccion
F = 100 pg de D-glucosa/ abs para 100ug de D-glucosa
P = Peso de la muestra (mg)
FV = Volumen final del extracto (ml)

0.9 = Ajuste de masa molecular de D-glucosa anhidrida en almidon (162/180)
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b Aislamiento de granulos de almidon

Los granulos de almidon se aislaron de granos de garbanzo en desarrollo (20
y 30 DDA) y maduro de acuerdo a lo reportado por Grimaud y col (2008) con algunas
modificaciones. A los granos de garbanzo se les retir6 el germen y la testa de
manera manual, se remojaron en una solucion de metabisulfito de sodio 0.3 % (p/v) y
acido lactico al 85 % (v/v) pH 3.8 durante 48 h a 50 °C. Los cotiledones fueron
homogeneizados con un amortiguador de extraccion de almidén [Tris-HCI 50 mM pH
7, glicerol 10 % (v/v), EDTA 10 mM, DTT 1.25 mM] a 4 °C, se maceraron en un
mortero con la ayuda de un pistilo, se pasaron a través de un filtro de 100 um y
centrifugaron a 13,000 g por 15 min (Eppendorf, Mod 5804 R, Hamburg, Alemania).
El almidon obtenido se lavé cinco veces con amortiguador de extraccién, etanol al 95

% y acetona fria, posteriormente se dej6 secar a temperatura ambiente durante 12 h.

c Determinacion de amilosa y amilopectina
1) Pretratamiento del almidon

La determinacién de amilosa se realizé con el kit K-AMYL 04/06 (Megazyme,
Irlanda) en cada uno de los distintos estados de desarrollo del grano (20 DDA, 30
DDA y maduro). Se mezclaron 25 mg de almidén con 1 mL de dimetilsulféxido
(DMSO), se agitdo en un vortex a baja velocidad y se calentd a ebullicion en bafio
maria durante 1 min. El tubo se mezcl6 vigorosamente y se volvié a colocar en bafo
maria por 15 min con agitacion intermitente cada 5 min. Una vez retirado el tubo se
dejé en reposo por 5 min y se le agregaron 2 mL de etanol al 95 % con agitacion
continua en un vértex. Se afadieron otros 4 mL de etanol, se mezclo por inversion

formando un precipitado y dejando reposar por al menos 15 min. Las muestras se
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centrifugaron a 2,000 g por 5 min (Eppendorf, Mod 5804 R, Hamburg, Alemania) y el
precipitado se escurrié por 10 min hasta asegurarse que todo el etanol se evaporara.
Posteriormente, al precipitado se le afiadieron 2 mL de DMSO, se colocaron en bafo
maria por 15 min con mezclado intermitente. Al retirar las muestras, inmediatamente
se afiadieron 4 mL del solvente de Concanavalina A (Con A), se mezclo
vigorosamente y se vertio el contenido en matraces volumétricos (25 mL) con

lavados constantes con el solvente de Con A hasta aforar (solucion A).

2) Precipitacion de amilopectina y determinacion de amilosa

Se tom6 1 mL de la solucién A y se coloco en un tubo de 2 mL, se afiadieron
0.5 mL de la solucién de Con A y se mezclé por inversion evitando formar espuma. El
tubo se dejo reposar por 1 h y se centrifugé a 14,000 g por 10 min (Eppendorf, Mod
5417 C, Hamburg, Alemania) a temperatura ambiente. Se transfirio 1 mL del
sobrenadante a un tubo de 15 mL y se afiadieron 3 mL de buffer de acetato de sodio
100 mM pH 4.5, se mezclé y se calenté por 5 min en bafio maria en ebullicion.
Posteriormente, el tubo se colocé en bafio maria a 40 °C por 5 min. Se le agregaron
0.1 mL de las enzimas a-amilasa/amiloglucosidasa, se mezclo6 e incub6 por 30 min a
40 °C y se centrifugd por 5 min a 2,000 g. A una alicuota de 1 mL del sobrenadante
se le agregaron 4 mL del reactivo GOPOD (glucosa oxidasa/peroxidasa) y se incubo
por 20 min a 40 °C, incluyendo un blanco y el estandar de Glucosa (D-Glucosa). Se
midié la absorbancia de las muestras, el blanco y del estandar a 510 nm (Thermo

Scientific, Mod BioMate 3S, USA).
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3) Determinacion de almidon total

Se mezclaron 0.5 mL de la solucion A con 4 mL del buffer de acetato 100 mM,
pH 4.5. Se agregaron 0.1 mL de la solucion enzimatica a-amilasa/amiloglucosidasa y
se incubd la mezcla a 40 °C por 10 min. Se tom6 una alicuota de 1 mL y se mezclo
con 4 mL del reactivo GOPOD. Se incub6 por 10 min a 40 °C, en el mismo momento
gue las muestras y el estandar.

La determinacién de amilosa se realiz6 mediante la siguiente formula:

% Amilosa = Abs (sobrenadante ConA) x 66.8
Abs (alicuota de almidon total)

Para la determinacion del contenido de amilosa total, el cual hace referencia al
contenido de este polimero dentro del grano, se tomaron los datos obtenidos de
porcentaje de almidéon y amilosa calculados con los métodos anteriormente descritos.
La férmula utilizada fue la siguiente:

Amilosa total = (% Almiddn /100) x % Amilosa

d Propiedades térmicas del almidén

Las propiedades de gelatinizacion y retrogradacion del almidon se
determinaron en un calorimetro diferencial de barrido modelo DSC-2920 (TA
Instruments, New Castle, DE, EUA) previamente calibrado con indio, utilizando una
charola de aluminio vacia como referencia. Se pesaron 3.5 mg de muestra de
almidon (30 DDA y maduro) en una charola de aluminio y se le adicionaron 8.16 uL
de agua destilada, se dejé en reposo durante 15 minutos, posteriormente la charola
se sell6 herméticamente dejandose reposar por 16 horas a temperatura ambiente.

Una vez transcurrido el tiempo, la charola se colocé en el calorimetro para la realizar
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las determinaciones correspondientes. La muestra de almidon se sometié a
calentamiento en un intervalo de temperatura de 30 hasta 120 °C con una velocidad
de calentamiento de 10 °C/min. Para el analisis de retrogradacion, las muestras
gelatinizadas se almacenaron a 4 °C durante 7 dias y de nuevo se sometieron a
calentamiento bajo las mismas condiciones.

La temperatura pico de gelatinizacion (Tp), la entalpia de gelatinizacion (AHg)
y la entalpia de retrogradacion (AHr) se obtuvieron del analisis que se realiz6 con el
programa TA Universal Analysis 2000 incluido con el equipo (TA Instruments, New
Castle, DE, EUA). Los datos representan el promedio de tres réplicas.

El porcentaje de retrogradacion se calcul6 con la siguiente formula:

% Retrogradacion = (AH./AHg) x 100

3 Perfiles de proteinas asociadas al granulo de almidén y de almacenamiento
a Cuantificacion de proteina total
Se utiliz6 el método 46.12 (microKjeldahl) de la AOAC (1999) para la

determinacién de nitrogeno mediante un sistema Kjeltec modelo 1009 y 1002
(Tecator, Suecia). Se sometieron a digestion 0.2 g de harina de granos de garbanzo
con 5 mL de &cido sulfurico y la mezcla reactiva de selenio (Merck Co., Alemania) a
una temperatura de 200 °C. Posteriormente, la muestra se diluyé con 10 mL de agua
y se someti6 a destilacion, para lo cual se emplearon disoluciones de NaOH al 40 %
y acido barico al 4 % con indicador para recibir el destilado.

La titulacion se llevo a cabo con una disolucion valorada de HCI 0.1 N. El
contenido de proteina cruda se calculé multiplicando el contenido de nitrégeno total

por el factor 6.25. La prueba se realiz6 por triplicado.
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b Extraccion de proteinas asociadas al granulo de almidén

Para la extraccion de las proteinas asociadas al granulo (PAG), 300 mg de
almidon obtenido a partir de granos de garbanzo maduros, se lavé con agua fria y
amortiguador de gelatinizacién [Tris-HClI 62.5 mM pH 6.8, SDS 2 % (p/v), 2-
mercaptoetanol 5 % (v/v)] y etanol 95 % (v/v) para remover proteinas superficiales;
las muestras de almidén fueron incubadas con amortiguador de gelatinizacién por 15
min en un bafio maria en ebullicion para la liberacion de las PAG. Inmediatamente la
pasta formada fue congelada por 1 h a -20 °C, descongelada por 20 min a 40 °C en
un bafio maria y centrifugada a 13,000 g por 30 min a 4 °C (Eppendorf, Mod 5804 R,
Hamburg, Alemania). Se recupero el sobrenadante y mezclé con un volumen igual de
acido tricloroacético (TCA) al 30 % en acetona para la precipitacion de las proteinas
por al menos 2 h a -20 °C. Después se centrifug6 durante 15 min a 4 °C y 13,000 g,
la pastilla que se obtuvo de PAG se lavo cinco veces con acetona fria y se dejo secar
durante toda la noche a temperatura ambiente. Las proteinas se resuspendieron en
un amortiguador de tiourea [Urea 7 M, Tiourea 2 M, CHAPS 4 % (p/v), DTT 20 mM,

Triton-X100 0.2 % (v/Vv)].

¢ Extraccién de las fracciones de proteinas de almacenamiento

Para la extraccion de proteinas de almacenamiento se empleé el método
descrito por Dziuba y col (2014) con algunas modificaciones. Se utilizaron 0.5 g de
harina de granos de garbanzo (20 DDA, 30 DDA y maduro), se le adicionaron 1 mL
de hexano y se mezclaron durante 4 h a 20 °C (Thermomixer Compact Eppendorf
AG). La mezcla se centrifugé a 17,000 g durante 15 min (Eppendorf, Mod 5417 C,

Hamburg, Alemania). Se descartd el sobrenadante y a la pastilla se le adicionaron 1
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mL de buffer de extraccion | (H,O deshionizada estéril pH 8.0, CaCl, 10 mM, MgCl,
10 mM, PMSF 1 mM) vy se mezclaron durante 4 h a 20 °C en un termomixer.
Posteriormente se centrifugaron a 17,000 g durante 30 min. Se obtuvo el
sobrenadante y la pastilla (residuo 1), el sobrenadante se puso a dializar contra agua
por 3 dias con tres cambios de agua al dia. Posteriormente, se realiz6 una
centrifugacion a 17,000 g durante 30 min. El sobrenadante formado se llevo a
sequedad en un concentrador (Concentrador 5301 Eppendorf, Hambueger,
Germany) para obtener la fraccion de albuminas. Para continuar con la separacion
de proteinas se agregaron 1 mL de buffer de extraccion Il [Tris-HCI 0.1 M pH 8.0,
NaCl 10 % (p/v), PMSF 1 mM, EDTA 10 mM] al residuo 1 y se mezclaron durante 16
h a 20 °C en un termomixer. A continuacion, se centrifugé a 17,000 g durante 30 min.
En esta ocasion se obtuvo la pastilla (residuo 2) y el sobrenadante, el cual se puso a
dializar y centrifugar de la misma manera que la fraccion de albuminas. La pastilla

obtenida después de la centrifugacion correspondié a la fraccion de globulinas.

d Separacion de proteinas por electroforesis en geles de poliacrilamida bajo
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

La separacion de proteinas se realizé por SDS-PAGE de acuerdo con el
protocolo de Laemmli (1970). Se utilizd6 una unidad electroforética vertical MP3
(BioRad, Hercules, CA, USA) y una fuente de poder EC600-90 (Thermo EC,
Waltham, MA, USA). Los marcadores de peso molecular (BioRad) fueron: miosina,
202.951 kDa; B-galactosidasa, 114.284 kDa; albumina de suero bovino, 83.403 kDa;
albumina de huevo, 46.447 kDa; anhidrasa carbonica, 33.933 kDa; inhibidor de

tripsina de soya, 227.167 kDa; lisozima, 17.532 kDa y aprotinina, 5.968 kDa. Los
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extractos de cada una de las proteinas (equivalentes a 15 y 1 mg para albuminas y
globulinas a 20 DDA; 10 y 0.75 mg harina para albuminas y globulinas a 30 DDA, 21,
5y 0.5 mg de almidén o harina para PAG, albuminas y globulinas, respectivamente
en estado maduro) se mezclaron con un volumen equivalente de amortiguador de
muestra [Tris-HCI 62.5 mM, pH 6.8, SDS 2 % (p/v), glicerol 25 % (viv), 2-
mercaptoetanol 5 % (v/v), azul de bromofenol 0.01 %], y se colocaron en los pozos
de los geles. Para las PAG se emplearon geles de 10 % (p/v) de concentraciéon y
para proteinas de almacenamiento geles de 12.5 % (p/v). La separacion se llevo a
cabo a un voltaje constante de 100 V. Las proteinas se visualizaron por tincion con
una solucién de azul brillante de Coomassie R-250 al 0.25 % (p/v) (Sigma, St Louis,
MO, EUA) en 40 % de metanol y 10 % de acido acético durante 60 min.
Posteriormente, el gel se destifid con una solucidbn de metanol-acido acético-agua
(40:10:50 v/v). Se obtuvieron imagenes de los geles con un sistema de
fotodocumentacion XRS (BioRad, Hercules, CA, EUA). El contenido de cada una de
las proteinas en las diferentes subfracciones se estimdé densitométricamente por
medio del programa Quantity One (BioRad, Hercules, CA, EUA), para lo cual se
selecciond la misma areal/volumen en cada una de las subfracciones, tomando como
referencia la de mayor intensidad y volumen. Estos analisis se realizaron por

triplicado (tres geles).

e ldentificacion de proteinas por espectrometria de masas
Las proteinas expresadas diferencialmente entre las muestras se identificaron
por espectrometria de masas en tandem (MS/MS). Primeramente, se lavaron los

geles para eliminar el exceso de colorante azul de Coomassie y se removieron las
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proteinas de interés utilizando un bisturi. El pedazo de gel removido se someti6 a
una serie de lavados con acetonitrilo (50 pyL) para eliminar el colorante y se sec6 al
vacio durante 10 min. Las proteinas fueron reducidas por incubacion con ditiotreitol
(DTT) 10 mM en NH4HCO3 0.1 M (1 h/56 °C) y posteriormente, alquiladas con
lodoacetamida 55 mM en NH4HCO3; 0.1 M por 45 min a temperatura ambiente. Los
geles se lavaron con NH4HCO3; 25 mM, se secaron con vacio e incubaron durante
aproximadamente 12 h (37 °C) en NH;HCO3; 25 mM conteniendo 0.02 pg/pL de
tripsina grado secuenciacién (Promega, Madison, WI, EUA). Los péptidos fueron
concentrados y desalados utilizando puntas conteniendo resina tipo C18 en la punta
(Zip-tip, Milipore, Billerica, MA, EUA). La mezcla de péptidos fue analizada con un
sistema LC/MS acoplado con un espectro de masas con trampa de iones (LTQ-XL,
Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA) utilizando una fuente de iones nanospray (3.0
kV). La separacion cromatografica se llevé a cabo en una columna capilar de fase
reversa (New Objective) usando un gradiente de 5-80 % de acetonitrilo durante 120
min. La adquisicién de los espectro de masas se realizd con el programa Xcalibur 2.2
(Thermo Scientific, San José, CA, EUA) en un rango de masa-carga (m/z) de 300—
2000, y los iones mas intensos fueron fragmentados por disociacion inducida por
colision (CID, del inglés Collision Induced Dissociation). Los datos se analizaron con
el programa Proteome Discoverer 1.3 usando el algoritmo SEQuest contra una base
de datos referenciada. Los parametros de busqueda para modificaciones fueron los
siguientes: Cisteina carbamidometilada como fija y oxidacion de Metionina como
variable. Las tolerancias fueron de 1.2 Da para el ién precursor y 0.6 para picos de

fragmentacion. El espectro MS/MS proporcioné informacion parcial de la secuencia
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de los péptidos y éstos fueron comparados con secuencias de proteinas en las bases

de datos.

4 Andlisis de expresion de genes de sintesis de almidén y proteinas de
almacenamiento por qRT-PCR
a Extracciéon de ARN total

La extraccién de ARN se llevé a cabo de acuerdo a la metodologia de Holding
y col (2008) con modificaciones. Se inici6 tomando una muestra de 100 mg de
cotiledon en desarrollo (20 y 30 DDA), al cual se le afadieron 200 pL de
amortiguador de extraccion de ARN [Tris-HCI 50 mM (pH 8), LiCl 150 mM, EDTA 5
mM (pH 8), SDS 1 % (v/v)] y se homogeneiz6 inmediatamente con la ayuda de un
pistilo, seguido de la adicion de 200 pL de fenol-cloroformo (1:1), donde el fenol fue
previamente equilibrado con TRIS-HCI (pH 8). Tras una agitacion, la muestra se
coloco en hielo durante 5 min mezclando ocasionalmente. Enseguida la solucion se
transfirio a tubos de bloqueo de fase para una posterior centrifugacion a 10,000 g por
10 min a 4 °C (Labnet Prism, Mod C2500-R, Edison, EUA). Se afiadieron 200 pL de
fenol-cloroformo y se agitd, las muestras se centrifugaron a 10,000 g por 10 min a 4
°C. Se adicionaron 200 pL de cloroformo, se agitd, se colocaron en hielo durante 5
min mezclando ocasionalmente y se centrifugd bajo las condiciones antes
mencionadas. Una vez que se separaron las fases del tubo, la fase superior se
transfirio a un nuevo tubo al cual se le agregd 1 mL de trizol, se agité por 15 s y se
incubd durante 5 min a temperatura ambiente. Una vez transcurrido este tiempo se
afiadieron 200 uL de cloroformo, se agitd, se incub6 de 2 a 3 min a temperatura

ambiente y se centrifugd a 10,000 g por 10 min a 4 °C. La fase acuosa se transfirié a
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un tubo de microcentrifuga y se adicionaron 500 puL de isopropanol, se agité y se
incub6 durante 10 min en hielo. Enseguida se centrifugé a 10,000 g por 10 min a 4
°C. Una vez que las fases se separaron se pudo visualizar el precipitado de ARN. El
sobrenadante se retir6 del tubo y se agregaron 1 mL de etanol 70 % (v/v), se
centrifug6 a 10,000 g por 10 min a 4 °C. Nuevamente se retir6 la fase acuosa para un
posterior secado de la pastilla de ARN. Finalmente, se resuspendié en 50 yL de agua

tratada con pirocarbonato de dietilo (DEPC), inhibidor irreversible de ribonucleasas.

b Tratamiento del ARN con DNAsa

El ARN resuspendido se trat6 con DNAsa para eliminar el ADN gendémico
presente en la muestra. Se utilizo el kit DNase | (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA). A 1-2
Hg de ARN total se le agreg6 1 uL de amortiguador de reaccion 10X, 1 pL de DNAsa
| (1 U/uL) y 6 pL de agua DEPC. Después, la mezcla se incub6 15 min a temperatura
ambiente, se afadid6 1 pL de la solucion Stop y se incubdé 15 min a 65 °C
(Thermomixer Compact Eppendorf AG), finalmente se coloc6 en hielo para llevar a

cabo la sintesis de ADNCc.

¢ Sintesis de ADNc

La sintesis del ADNc se realiz6 utilizando el kit Go Script™ Reverse
Transcription System (Promega, Madison, USA). Se tomaron 8 pL del ARN tratado
con DNAsa | (1 U/uL) y se le agregd 1 pL de primer oligo (dT);s5 (500 pg/mL), la
mezcla se incubé 5 min a 70 °C (Thermomixer Compact Eppendorf AG) e
inmediatamente después, se colocé en hielo durante 5 min. Posteriormente, se

centrifugd 10 s y se coloco en hielo.
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En otro tubo se preparé la mezcla de reaccién de transcripcion reversa, la cual
consiste de 4 uL de amortiguador de reaccion 5X, 3 uL de MgCl;, (25 mM), 1 uL de
mezcla de nucledtidos (ANTPs) (10 mM), 2 uL de inhibidor de ribonucleasas (20
U/uL) vy 1 yL de la enzima transcriptasa reversa (RT) (200 U/uL). Ambas mezclas
fueron combinadas para tener un volumen final de 20 pL, el cual se incubd a
temperatura ambiente durante 5 min (etapa de alineamiento), en seguida se llevo a
cabo otra incubacion a 42 °C por 50 min (etapa de extension) y finalmente, se
inactivo la enzima transcriptasa reversa por calentamiento a 70 °C por 15 min, la

mezcla de ADNc se almaceno a -20 °C hasta su posterior uso.

d Andlisis de expresiéon de genes

Se comparé la expresion de genes relacionados con la sintesis de almidén y
proteinas entre los genotipo de garbanzo estudiados. EI ADNc fue cuantificado
utilizando un espectro BioMate 3s (Thermo Scientific, Madison, EUA). A partir de 75
ng de ADNCc se llevé a cabo la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real;
se utilizé el kit Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Carlsbad,
EUA) para el marcaje de los productos de la reaccion y la amplificacion se realizo en
un sistema de tiempo real modelo StepOne (Applied Biosystems). Se utilizaron
iniciadores los cuales fueron disefiados a partir de ADNc de secuencias provenientes
de bases de datos y de la identificacion de proteinas por espectrometria de masas
para los principales genes de biosintesis del almidén y proteinas, utilizando el
programa Primer-BLAST disponible en la pagina
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ (Cuadro 5). Estos fueron disefiados a

una temperatura de alineacion de 60 °C para amplificar una regién de 70-270 pb. Las
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condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 95 °C por 5 min, seguido de 40
ciclos a 95 °C (15 s) y 60 °C (1 min) con una velocidad de rampa de 2.2 °C por
segundo. Las curvas de fusién se obtuvieron por calentamiento de 65 °C a 95 °C con
una velocidad de rampa de 0.5 °C por segundo.

Los niveles de expresion de los genes analizados se determinaron usando
como control el gen factor de elongacion 1A (eEF1A), el cual se ha observado tener
poca variacion en diferentes genotipos de garbanzo. Para cada gen analizado, el
valor del ciclo umbral promedio (Ct) se calcul6 con tres réplicas para cada genotipo.

La expresion relativa fue calculada usando la ecuacion:

WXWC)-(GX-GC)]

En dénde:

X= Gen de interés

C= Gen control eEF1A

W= Promedio del Ct en la linea de referencia

G= Promedio del Ct en otros genotipos

5 Analisis estadistico

El andlisis de datos se realizo utilizando un disefio unifactorial, cuyo factor
correspondio a los diferentes genotipos evaluados y las variables de respuesta el
contenido de almidon, amilosa, propiedades térmicas del almidén, contenido de

proteina total, cuantificacion de las fracciones de proteinas y la expresion génica.
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El andlisis de varianza se realiz6 mediante una comparacion de medias por el
método de Fisher con un nivel de significancia del 5 % empleando el programa

Statgraphics Centurion 16.1 (StatPointTechologies, Inc., Warrenton VA, EUA).
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VIIl RESULTADOS Y DISCUSION
A PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL GRANULO DE ALMIDON
1 Contenido y composicion de almiddn
a Contenido de almidén total

En el Cuadro 6 se muestra el contenido de almidén total en muestras de
genotipos de garbanzo en diferentes estados de desarrollo (20 y 30 DDA) y maduro.
El contenido de almidén a los 20 DDA se encontré en un rango de 25.87 a 31.84
g/100 g harina, siendo los genotipos ICC 6306 y Blanco Sinaloa 92 los que mostraron
el menor y mayor valor, respectivamente.

A los 30 DDA, el contenido de almidén varié en un rango de 36.20 a 42.68
0/100 g harina (Cuadro 6), observandose el mayor contenido en el genotipo Jumbo
2010. El desarrollo de las semillas dicotiledéneas se puede dividir en tres etapas:
etapa temprana (10 DDA), etapa intermedia (20 y 30 DDA) y etapa de maduracion
(40 DDA), siendo la etapa intermedia donde se da la expansién celular y la
acumulacion de nutrientes (Baud y col 2002; Pradhan y col 2014). De acuerdo con
esta descripcién, los resultados encontrados en este estudio muestran que a los 20 y
30 DDA se da la mayor acumulacién de almidén, el principal compuesto de reserva
del grano.

El contenido de almidén en grano maduro varié de 35.02 g/100 g harina en el
genotipo desi ICC 3421 a 45.52 g/100 g harina en el genotipo kabuli Blanco Sinaloa
92 (Cuadro 6). Estos valores caen dentro del rango reportado por Quintero-Soto
(2015) y Milan-Noris y col (2016) para algunos de estos genotipos cultivados en otro

ciclo agricola.
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Cuadro 6. Contenido de almidon total en granos en desarrollo y maduro de

genotipos de garbanzo.

Genotipo 20 DDA 30 DDA Maduro
Blanco Sinaloa 92 31.84°% 41.85° 45,522
Jumbo 2010 26.32° 42.68° 43.46°
ICC 6306 25.87° 39.58" 43.02°
ICC 3421 31.38° 36.20° 35.02°

El contenido de almidon esta expresado en g/100 g harina. Letras diferentes en una
misma columna indican diferencias significativas (P<0.05) entre las medias de
acuerdo con la prueba de Fisher. AlImidén total 20 DDA (LSD=2.47); Almidén total 30
DDA (LSD=1.30); Almidon total Maduro (LSD=4.63).
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b Contenido de amilosa y amilopectina

Los porcentajes de amilosa y amilopectina en almidén de granos en desarrollo
(20 y 30 DDA) y maduro de los genotipos de garbanzo se muestran en el Cuadro 7.
A los 20 DDA, los genotipos mostraron un contenido de amilosa de 9.11 a 14.76
g/100 g almiddn, siendo ICC 6306 el que presentd el mayor valor. A los 30 DDA, el
contenido de este polimero se encontré6 en un rango de 20.67 a 26.05 g/100 ¢
almidon, siendo Jumbo 2010 el genotipo que presenté el menor valor (p< 0.05).

En estado maduro los genotipos evaluados presentaron un porcentaje de
amilosa de 21.23 a 28.86 g/100 g almidén para Jumbo 2010 e ICC 3421,
respectivamente. Estos valores se encuentran dentro del rango reportado por
Quintero-Soto (2015) en 15 genotipos de garbanzo en estado maduro (20.40 - 31.40
g/100 g almidoén), dentro de los que se incluyen 9 genotipos desi y 6 kabuli. En el
mismo sentido, los valores obtenidos para los genotipos tipo desi difieren ligeramente
de los reportados por Milan-Noris y col (2016) para estos mismos materiales, lo cual
se puede atribuir a factores ambientales debido a que fueron cultivados en ciclos
agricolas diferentes. Estudios previos han reportado que en promedio los genotipos
desi presentan un mayor contenido de amilosa que los tipo kabuli (Singh y col 2004;
Quintero-Soto 2015). Sin embargo, en el presente estudio se observé que el genotipo
kabuli Blanco Sinaloa 92 no mostré diferencias significativas en el contenido de
amilosa con respecto a los genotipos desi, lo cual también se presentd en granos en
desarrollo.

El contenido de amilosa total a los 20 DDA se encontré en un rango de 2.90 a

3.81 g/100 g harina para Blanco Sinaloa 92 e ICC 6306, respectivamente (Cuadro 8);
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Cuadro 7. Porcentaje de amilosa y amilopectina en almidén de granos en desarrollo

y maduro de los genotipos de garbanzo.

Genotipo 20 DDA 30 DDA Maduro

Amilosa Amilopectina Amilosa Amilopectina Amilosa Amilopectina

Blanco 9.11° 90.882 24.60% 75.39° 26.982 73.01°
Sinaloa 92
Jumbo 2010 13.822 86.17° 20.67° 79.322 21.23° 78.762

ICC 6306 14.762 85.23° 25.082 74.912 27.41° 72.58°

ICC 3421  10.22° 89.77% 26.05% 73.94% 28.86° 71.13°

Los contenidos de amilosa y amilopectina estan expresados en g/100 g almidon.
Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (P<0.05)
entre las medias de acuerdo con la prueba de Fisher. Amilosa 20 DDA (LSD=1.17);
Amilopectina 20 DDA (LSD=1.17); Amilosa 30 DDA (LSD=1.81); Amilopectina 30
DDA (LSD=1.81); Amilosa maduro (LSD=2.92); Amilopectina maduro (LSD=2.92).
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Cuadro 8. Contenido de amilosa y amilopectina total en genotipos de garbanzo en

desarrollo y maduro.

20 DDA 30 DDA Maduro
Genotipo
Amilosa Amilopectina Amilosa Amilopectina Amilosa Amilopectina
Blanco 2.90° 28.942 10.29% 31.55° 12.292 33.33?2
Sinaloa 92
Jumbo 2010 3.63%" 22.68° 8.82° 33.852 9.17° 34.01°2
ICC 6306 3.81% 22.05° 9.93% 29.64° 11.68% 31.072
ICC 3421 3.21° 28.17% 9.43"° 26.77¢ 10.10° 24.92°

Los contenidos de amilosa y amilopectina estan expresados en g/100 g harina.
Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (P<0.05)
entre las medias de acuerdo con la prueba de Fisher. Amilosa total 20 DDA
(LSD=0.46); Amilopectina total 20 DDA (LSD=2.21); Amilosa total 30 DDA
(LSD=0.82); Amilopectina total 30 DDA (LSD=1.12); Amilosa total maduro
(LSD=1.23); Amilopectina total maduro (LSD=4.08).
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mientras que, a los 30 DDA oscilé de 8.82 g/100g harina para Jumbo 2010 a 10.29
g/100 g harina para Blanco Sinaloa 92, presentandose en ambos casos diferencias
significativas entre los genotipos evaluados. En estado maduro, Jumbo 2010 fue el
genotipo que mostré el menor contenido de amilosa total (9.17 g/100 g harina)

mientras que Blanco Sinaloa 92 present6 el mayor valor (12.29 g/100 g harina).

2 Propiedades térmicas del almidon

Las propiedades térmicas de los procesos de gelatinizacion y retrogradacion
del almidon en granos de garbanzo en desarrollo (30 DDA) y maduro se muestran en
el Cuadro 9. La temperatura pico de gelatinizacion (T,G) a los 30 DDA se encontr6
en un rango de 64.96 a 67.42 °C, siendo significativamente mayor en los genotipos
tipo kabuli. En estado maduro T,G varid de 63.97 a 64.58 °C, no observandose
diferencias significativas entre los genotipos evaluados. Estos valores se encuentran
dentro del rango reportado por Hughes y col (2009), quienes encontraron valores de
ToG entre 63.29 y 65.51 °C al evaluar las propiedades térmicas del almidon de dos
genotipos kabuli y dos desi en estado maduro. Este parametro es importante para
determinar las variables de cocimiento, ya que garbanzos con mayor T,G se podrian
utilizar para elaborar productos que requieran altas temperaturas durante su
procesamiento.

La entalpia de gelatinizacion (AHg) del almidon de granos en desarrollo (30
DDA) fue mayor en los genotipos kabuli, siendo significativamente mayor en el

genotipo Jumbo 2010 (10.56 J/g) y menor en el genotipo desi ICC 3421 (8.11 J/g).
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Cuadro 9. Propiedades térmicas de almidon de garbanzo en desarrollo y maduro.

Genotipo 30 DDA Maduro

T,G (°C) AH,(J/g) %R T,G(°C) AHy(J/g) %R

Blanco Sinaloa 92 67.10% 9.12° 5531% 63.97% 5.91°¢ 60.812
Jumbo 2010 67.422  10.56% 42.11°  64.472 8.80% 43.88°
ICC 6306 64.96° 8.77° 55.70° 64.32° 7.21° 54.862

ICC 3421 65.23" 8.11° 53.59°  64.58% 7.25° 57.76%

T,G: Temperatura pico de gelatinizacion; AHg: Entalpia de gelatinizacion; %R:
Porcentaje de retrogradacion. Letras diferentes en una misma columna indican
diferencias significativas (P<0.05) entre las medias de acuerdo con la prueba de
Fisher. T,G 30 DDA (LSD=1.04); AH, 30 DDA (LSD=0.62); %R 30 DDA (LSD=3.62);
TpG Maduro (LSD=1.12); AHy maduro (LSD=1.08); %R maduro (LSD=6.62).
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En estado maduro, Jumbo 2010 fue el genotipo que tuvo una mayor AHgy (8.80
J/g) mientras que Blanco Sinaloa 92 fue el que present6 el menor valor (5.91 J/g)
(Cuadro 9). Se ha reportado que la AHy del almidon de garbanzo en estado maduro
presenta un amplio rango de 4.3 a 13.0 J/g (Chung y col 2008; Hughes y col 2009), lo
cual depende fuertemente del genotipo. En este sentido, los resultados del presente
estudio (5.91 - 8.80 J/g) caen dentro del rango de valores reportados en la literatura.

La entalpia de gelatinizacion se ha utilizado como medida general de la
cristalinidad (calidad y cantidad de los cristales) y como indicador de la pérdida del
orden molecular en el granulo de almidon (Tester y Morrison 1990; Cooke y Gidley
1992). Matveev y col (2001) reportan que la entalpia de gelatinizacion se
correlaciona negativamente con el contenido de amilosa, lo cual corresponde con lo
observado en este estudio, ya que a los 30 DDA y en estado maduro, Jumbo 2010
fue el que presentd el menor porcentaje de amilosa y a su vez el mayor valor de AHg

El porcentaje de retrogradacion (%R) del almidén después de siete dias a 4 °C
se muestra en el Cuadro 9. A los 30 DDA este parametro varié de 42.11 a 55.70,
siendo Jumbo 2010 el que presento el valor significativamente menor. En estado
maduro el rango de %R fue de 43.88 a 60.81, siendo también menor en el genotipo
Jumbo 2010. La amilosa es la principal responsable de la retrogradacién, debido a
gue sus cadenas lineales se unen a través de puentes de hidrégeno formando una
malla que empieza a crecer o0 engrosarse conforme transcurre el tiempo de
almacenamiento (Chung y Liu 2009; Yu y col 2009), por lo que es de esperarse que a
mayor contenido de amilosa mayor retrogradacion. Esto se vio reflejado en el
presente estudio al observarse una correlacion positiva entre ambas caracteristicas

tanto a los 30 DDA (r= 0.873, p<0.001) como en estado maduro (r= 0.823, p<0.001).
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El porcentaje de retrogradacién es un indicativo del almidén gelatinizado, el cual es
capaz de recristalizarse (reorganizacion de los polimeros) durante el
almacenamiento. En este sentido, almidones con mayores valores de retrogradacion

son menos aptos para productos que requieran ser almacenados en refrigeracion.

B CONTENIDO Y PERFIL DE PROTEINAS ASOCIADAS AL GRANULO DE
ALMIDON Y PROTEINAS DE ALMACENAMIENTO
1 Contenido de proteina total

El garbanzo ha sido reconocido como fuente importante de proteina de gran
potencial para la dieta humana, principalmente para paises en desarrollo, por lo que
esta clasificado dentro de los granos de alto valor proteinico. EI Cuadro 10 muestra el
contenido de proteina total de los cuatro genotipos evaluados. El rango de proteina
total encontrado en los genotipos analizados fue de 20.98 a 29.52 g/100 g de harina,
destacando el genotipo ICC3421 que fue el que presentd el mayor contenido.

Diversos investigadores han reportado una variacion de proteina total en
garbanzo de 13.47 a 25.70 g/100g harina (Dhawan y col 1991; Mickowska y col
2013), encontrando que el limite superior observado en nuestro estudio es mayor al
reportado por estos autores, lo cual puede atribuirse a diferencias en la base
genética de los materiales estudiados y las condiciones de cultivo.

Cabe mencionar que el genotipo ICC 3421 esta siendo utilizado en el
programa de mejoramiento del INIFAP. De manera general, se observé una mayor
cantidad de proteina total en los genotipos desi, los cuales a su vez presentaron el

menor contenido de almidon.
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Cuadro 10. Contenido de proteina total en genotipos de garbanzo maduro.

Proteina Total

Genotipo (g/100g harina bs)
Blanco Sinaloa 92 20.98°
Jumbo 2010 23.99"
ICC 6306 24.81°
ICC 3421 29.52°

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05) entre las medias de

acuerdo con la prueba de Fisher. Proteina total (LSD=1.04).

73



2 Acumulacion de proteinas asociadas al granulo de almidon

La Figura 6 muestra la separacién de proteinas asociadas al granulo de
almidon en grano maduro de los genotipos de garbanzo estudiados. Los perfiles
obtenidos son similares a los observados previamente para proteinas asociadas al
granulo en maiz (Grimaud y col 2008; Salazar-Salas y col 2014). Dos de las cuatro
bandas observadas en el gel fueron identificadas por espectrometria de masas
(Cuadro 11), mientras que para la identidad de las otras dos proteinas se tomé como
base el peso molecular de proteinas del mismo tipo observadas en maiz (Agama-
Acevedo y col 2013; Soto-Lopez 2015).

La banda mas abundante observada en la Figura 6 corresponde a la enzima
almiddn sintasa unida al granulo (GBSSI); las otras bandas que fueron identificadas
corresponden a las enzimas almidén sintasa soluble (SSS), enzima ramificadora de
almidon (SBE) y piruvato fostato dicinasa (PPDK), las cuales estan involucradas en
la biosintesis de amilopectina y en el metabolismo de carbohidratos.

Se realiz6 un analisis densitométrico solamente para las proteinas GBSSI y
SBE, ya que la poca intensidad de las bandas de las otras dos proteinas (SSS y
PPDK) no permiti6 su analisis. La mayor acumulacion de GBSSI se observé en el
genotipo ICC 3421, aunque solamente se observaron diferencias significativas en el
genotipo Jumbo 2010, que presentd el menor valor (Cuadro 12). GBSSI es
exclusivamente responsable de la sintesis de amilosa (Preiss 1988; Smith y Martin
1993), por lo que al realizar una correlacion entre la acumulacion de esta enzimay el
porcentaje de amilosa en estado maduro se observé una correlacion positiva (r=

0.66, p<0.05). Esto se vio reflejado de mejor manera en el genotipo ICC 3421, el cual
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Figura 6. Perfil de proteinas asociadas al granulo de almidén (PAG) de granos de
garbanzo en estado maduro. A la izquierda se muestran los tamafios de los
marcadores de peso molecular y a la derecha la identidad de las proteinas
asociadas al granulo. PPDK: Piruvato fosfato dicinasa, SBE: Enzima ramificadora de
almiddn, SSS: Almiddn sintasa soluble, GBSSI: Almidén sintasa unida al granulo |.
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Cuadro 11. Identificacién por espectrometria de masas en tandem de proteinas

asociadas al granulo de almidon en genotipos de garbanzo.

ID NUumer
Base de Proteina PM PM 7 ué (taidoo:e
Teoérico Observado Cobertura bep
datos concordantes

Q43092 Almidon sintasa
unida al granulo | 66.3 61.34 34 26
(GBSSI)

Almiddén Sintasa
P09918 67.6 76.73 29.69 17
Soluble (SSS)
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Cuadro 12. Andlisis densitométrico de las fracciones de proteinas asociadas al

granulo de almidén en los genotipos de garbanzo evaluados.

PAG
Genotipo
GBSSI SBE
Blanco Sinaloa 92 372373¢% 202898 @
Jumbo 2010 293635 ° 2228112
ICC 6306 376620 @ 74609 °
ICC 3421 380239 ¢ 104109 °

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (P<0.05)
entre las medias de acuerdo con la prueba de Fisher. GBSSI (LSD=62610); SBE
(LSD=84798).
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presentd la mayor acumulacion de esta proteina y a su vez el mayor porcentaje de
amilosa.

En el caso de SBE, los genotipos ICC 6306 y Jumbo 2010 fueron los que
mostraron la menor y mayor acumulacion, respectivamente (Cuadro 12),
encontrdndose diferencias significativas en la acumulacién de esta proteina entre los
dos tipos de garbanzo. Esta enzima es la encargada de transferir cadenas de
glucosa al Cg de un residuo de glucosa de otra cadena formando la molécula de
amilopectina, por lo que una mayor acumulacion de esta proteina se veria reflejado
en un mayor contenido de polisacéarido, lo cual se pudo observar en el genotipo
Jumbo 2010 que fue el que tuvo un mayor porcentaje de amilopectina en estado
maduro y una mayor acumulaciéon de SBE, coincidiendo con lo establecido en

estudios previos.

3 Acumulacion de proteinas de almacenamiento
a Albuminas

En la Figura 4 se muestra la separacion electroforética (SDS-PAGE) de la
fraccion de albuminas extraidas de la misma cantidad de harina en los 4 genotipos
de garbanzo evaluados. Perfiles similares han sido reportados previamente por
diversos investigadores en garbanzo (Clemente y col 2000; Chang y col 2012;
Quintero Soto 2015).

Se pudieron identificar dos bandas correspondientes a la proteina lipoxigenasa
(101.58 kDa) y albumina 2S (26.40 kDa), cuya identidad fue confirmada por

espectrometria de masas (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Identificacion por espectrometria de masas en tandem de proteinas de

almacenamiento correspondientes a la fraccion de albuminas en genotipos de

garbanzo.
D Proteina PM PM v Nué:n?irdooze
Base de datos Teoérico Observado Cobertura Pep
concordantes
Q9M3z5 Lipoxigenasa
61 101.58 28.2 17
(fragmento)
G1K3R9 AlbUmina 2S 25.7 26.40 62.56 22
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La lipoxigenasa es una enzima involucrada en la degradacion de acidos
grasos poliinsaturados, utilizando como sustrato a los acidos linolénico y linoleico,
jugando un papel clave en la regulacion, ya que el producto final de la via oxidativa
en la que participan origina el &cido jasmonico, responsable de la activacién de
genes durante la respuesta a dafos en la planta (Baysal 2007). A los 20 DDA, solo
se pudo identificar dicha enzima en los genotipos tipo desi y en cantidades muy
pequefias, observandose una mayor intensidad en el ICC 6306 (Figura 7A); pero
debido a la poca acumulacion de la proteina, no se pudo cuantificar
densitométricamente. Este mismo comportamiento se observo a los 30 DDA, sin
embargo, en este estado de desarrollo se encontr6 una mayor acumulacion de la
enzima en el genotipo ICC 3421 (Cuadro 14). Esto pudiera relacionarse con el hecho
de que los genotipos desi, generalmente presentan una mayor resistencia a estrés
bidtico. En estado maduro pudo observarse la acumulacion de lipoxigenasa en los
genotipos kabuli, no encontrandose diferencias significativas (p>0.05) en la
acumulacion de esta enzima entre los genotipos evaluados (Figura 7C, Cuadro 14).

La albimina 2S de 22.6 kDa se ha descrito en chicharo como la albumina
PA2 y PA1 o albimina 2S (Casey y col 1993). PA2 es un homodimero que ha sido
purificado y caracterizado en chicharo, descrito como una lectina capaz de aglutinar
eritrocitos humanos, presente en chicharos y garbanzos (Vioque y col 1998). Debido
a la poca intensidad y uniformidad observada de las bandas en el gel a los 20 DDA,
esta proteina no pudo ser cuantificada densitométricamente (Figura 7A). A los 30
DDA, se observé una mayor acumulacion en los genotipos desi, siendo ICC 3421 el

gue presenté la mayor acumulacion (Figura 7B, Cuadro 14). Se ha reportado que la
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Cuadro 14. Cuantificacidon densitométrica de la fraccion de albuminas.

AlbUminas

Genotipo 30DDA Maduro

Lipoxigenasa  Albumina2S Lipoxigenasa Albumina 2S

Blanco b
_ ND 520651 2401892 4779352
Sinaloa 92
Jumbo 2010 ND 537491° 2364362 415004°
ICC 6306 148225° 563605%° 2218232 370208°
ICC 3421 2328422 5933842 2452292 274378°

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (P<0.05)
entre las medias de acuerdo con la prueba de Fisher. ND: No detectada.
Lipoxigenasa 30 DDA (LSD=18747), Albumina 2S 30 DDA (LSD=45064),
Lipoxigenasa maduro (LSD=86994), Albumina 2S maduro (LSD=46979).
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sintesis de PA2 se limita en gran parte a la segunda mitad del desarrollo de la semilla
con un nivel maximo de sintesis alrededor de los 25 DDA (Chandler y col 1984), lo
cual coincide con lo encontrado en este estudio, ya que hasta los 30 DDA pudieron
observarse bandas bien definidas correspondientes a esta proteina.

En estado maduro, se observé lo opuesto en la acumulacion de esta proteina
en comparacion a los 30 DDA, ya que de manera general los genotipos kabuli
mostraron una mayor acumulacién (Cuadro 14). Una mayor precocidad observada en
los genotipos desi respecto a los kabuli, explica como estos genotipos mantienen una
mayor acumulacién de proteinas durante el desarrollo debido a una sintesis
temprana, mientras que a etapas tardias, es decir, cercanas a la maduracion, los
genotipos kabuli empiezan la sintesis de proteinas a una mayor velocidad resultando

en una acumulacion mayor en el grano maduro.

b Globulinas

La separacion por SDS-PAGE de la fraccion de globulinas extraidas de la
misma cantidad de harina en los cuatro genotipos de garbanzo evaluados mostré un
perfil similar al reportado previamente en otros genotipos de garbanzo (Guéguen
1991; Sanchez-Vioque y col 1999; Quintero-Soto, 2015). Se pudieron identificar seis
bandas, las cuales corresponden a Vicilina 7S y legumina 11S subunidad a y B
(Figura 8), las cuales fueron corroboradas al identificarlas por espectrometria de
masas (Cuadro 15).

La proteina identificada como vicilina 7S de 76.16 kDa es similar a la

reportada por Chang y col (2012), quienes identificaron una vicilina 7S de 70.2 kDa.
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Cuadro 15. Identificacion por espectrometria de masas en tandem de proteinas de la

fraccion de globulinas en genotipos de garbanzo.

D Proteina PM PM 7 I\Iut-i'm(';:‘irdoocs]Ie
Base de datos Tedrico Observado Cobertura bep
concordantes
P02854 Vicilina 46.4 51.74 35.85 17
Q9SMJ4 Legumina 56.2 40.7 28.83 16
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Las bandas de 51.74 y 35.81 kDa, fueron similares a las reportados para las
proteinas 7S de chicharo de 50 y 35 kDa, respectivamente (Guéguen 1991). De
manera general, se observo que a los 20 DDA los genotipos desi tuvieron una mayor
acumulacion de esta proteina (Figura 8A, Cuadro 16). Este mismo comportamiento
se observé a los 30 DDA (Figura 8B), mientras que en estado maduro no se
encontraron diferencias significativas en la acumulacion de esta proteina entre los
genotipos evaluados (Cuadro 16).

Se identificaron dos bandas que corresponden a la proteina legumina 11S
subunidad a, una de 39.49 kDa, la cual corresponde a la reportada por Sanchez-
Vioque y col (1999) en garbanzo (39 kDa), mientras que la otra banda present6 un
peso molecular de 37.96 kDa, la cual es comparable con una banda identificada por
Chang y col (2011).

La banda identificada como legumina 11S subunidad B (26.98 kDa) fue
reportada previamente por Sanchez-Vioque y col (1999) y Zaccardelli y col (2013) y
es comparable con la subunidad 11S de soya reportada por diferentes autores
(Moreira y col 1979; Sathe y col 1987). A los 20 DDA, el genotipo Blanco Sinaloa 92
fue el que present6 una mayor acumulacion de esta proteina, mientras que a los 30
DDA su mayor acumulacion se observé en el genotipo ICC 3421. No se encontraron
diferencias significativas en la acumulacion de esta proteina en estado maduro
(Cuadro 16).

El andlisis densitométrico mostré que de manera general el genotipo ICC 3421
fue el que presentd una mayor acumulacion de las fracciones de proteina analizadas,

lo que coincide con el hecho de que este material fue el que present6 el mayor
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Cuadro 16. Cuantificacién densitométrica de la fraccién de globulinas.

5:;2‘3:’0:15 Proteina Siiﬁg‘;"gz Jgg‘lgo ICC 6306 ICC 3421
Vicilina 76.16 kDa 1597292 148791* 162613% 1627082

Vicilina 51.74 kDa 279469° 183165° 282900% 302460°

20 DDA Legumina a 39.49 kDa 120561° 187862% 199644% 135628°
Legumina a 37.96 kDa 164439° 232380% 240437% 170438°

Vicilina 35.81 kDa 226514  177508° 294027% 243189%"

Legumina B 26.98 kDa 198872° 142381 171504 117868°

Vicilina 76.16 kDa 239739" 211538° 258161° 362929°

Vicilina 51.74 kDa 273650°  254948™ 239985° 3779982

30 DDA Legumina a 39.49 kDa 402699" 353623° 365478° 478747°
Legumina o 37.96 kDa 463717" 402911° 396441° 520282°

Vicilina 35.81 kDa 461587" 414040° 463782° 497450?

Legumina B 26.98 kDa 299099" 264086° 247787° 369604°

Vicilina 76.16 kDa 197182%*  153938° 193684%° 2528902

Vicilina 51.74 kDa 163870° 141914* 178600° 2250082

Maduro  -€gUMina a 39.49 kDa 400744° 423796% 458037% 4722742
Legumina o 37.96 kDa 467051%  425270° 483622° 481621°

Vicilina 35.81 kDa 496332° 546789% 522686™° 568400°

Legumina B 26.98 kDa 1514962 163365° 177410° 147102°

Letras diferentes en una misma fila indican diferencias significativas (P<0.05) entre

las medias de acuerdo con la prueba de Fisher. Vicilina 76.16 kDa 20 DDA
(LSD=31684); Vicilina 51.74 kDa 20 DDA (LSD=22183); Legumina 39.49 kDa 20
DDA (LSD=41288); Legumina 37.96 kDa (LSD=36429); Vicilina 35.81 kDa 20 DDA
(LSD=56918); Legumina B 20 DDA (LSD=30694); Vicilina 76.16 kDa 30 DDA
(LSD=19357); Vicilina 51.74 kDa 30 DDA (LSD=24610); Legumina 39.49 kDa 30
DDA (LSD=16099);Legumina 37.95 kDa 30 DDA (LSD=32923); Vicilina 35.81 kDa 30
DDA (LSD=22841); Legumina B 30 DDA (LSD=32698); Vicilina 76.16 kDa maduro
(LSD=84371); Vicilina 51.74 kDa maduro (LSD=98129); Legumina 39.49 kDa maduro
(LSD=90464); Legumina 37.96 kDa maduro (LSD=50041); Vicilina 35.81 kDa maduro

(LSD=46938); Legumina 3 maduro (LSD=64025).
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contenido de proteina total, por lo que esta siendo utilizado en programas para la

mejora de esta caracteristica.

C CAMBIOS EN LA EXPRESION DE GENES DE SINTESIS DE ALMIDON Y
PROTEINAS EN GRANOS EN DESARROLLO DE LOS GENOTIPOS DE
GARBANZO

La variabilidad en las caracteristicas evaluadas es debida a cambios en la
expresion de genes de sintesis de almidon y proteinas de almacenamiento, por lo
gue se determinaron los cambios transcripcionales en seis genes involucrados en
dichos procesos (isoamilasa, enzima ramificadora, almidén sintasa unida al granulo
de almidon, lipoxigenasa, vicilina y legumina) en granos de garbanzo en distintas
etapas de desarrollo (20 y 30 DDA). Este andlisis se realizd6 mediante PCR en tiempo
real y se determinaron niveles relativos de expresion con respecto al genotipo Blanco
Sinaloa 92, utilizando el gen eEF1A como control interno, debido a que se ha
identificado como uno de los genes mas adecuados para la normalizacion de los

datos de PCR en tiempo real en garbanzo (Garg y col 2010).

1 Genes de enzimas de sintesis de almidon
a Isoamilasa

La enzima desramificadora de almidén isoamilasa (ISA) hidroliza los enlaces
glucosidicos a-1,6 de amilopectina y fitoglucégeno (Van der Maarel y col 2002). Los
niveles de expresion del gen que codifica para esta enzima a los 20 DDA (Figura 9)
fueron mayores en los genotipos desi. Este gen mostrd niveles de transcritos 2.16

veces mayores en el genotipo ICC 3421 respecto al de referencia Blanco Sinaloa 92.
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Figura 9. Expresion relativa del gen que codifica para la enzima isoamilasa en
granos de garbanzo en desarrollo. La expresion de los genes se calculé utilizando al
gen eEF1A como control y tomando como referencia el genotipo Blanco Sinaloa 92,
cuyo nivel de expresiéon tomé el valor de 1. La barras indican diferencias minimas
significativas (P<0.05) basadas en la prueba de Fisher; 20 DDA (LSD=0.65), 30 DDA
(LSD=0.09).
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La mayor expresion de este gen podria estar favoreciendo una mayor
acumulacion de la enzima desramificadora de almidén, resultando en un mayor
contenido de amilopectina con una menor proporcion de ramificaciones, sin embargo
al evaluar el contenido de amilopectina total a los 20 DDA, no se encontraron
diferencias significativas entre los genotipos Blanco Sinaloa 92 e ICC 3421, por lo
que estas diferencias a nivel transcripcional no necesariamente se ven reflejadas en
cambios significativos en la acumulacién o actividad de la enzima. Ademas, se
requieren estudios adicionales para establecer si existen variaciones en el grado de
ramificacion de la amilopectina en estos materiales.

Cuando los niveles de expresion del gen que codifica para la enzima ISA se
evaluaron a los 30 DDA (Figura 9), se pudo observar que los genotipos kabuli
tuvieron una expresion significativamente mayor que los tipo desi, lo cual es opuesto
a lo encontrado a los 20 DDA (Figura 9), sugiriendo una mayor precocidad de los
genotipos desi respecto a los kabuli. Los niveles de expresién coinciden con los
resultados obtenidos de amilopectina total en esta etapa de desarrollo, ya que los

genotipos kabuli tuvieron una mayor acumulacion de este polisacarido (Cuadro 8).

b Enzima ramificadora de almidén

La enzima ramificadora de almidon (SBE), cataliza la formacion del enlace
glucosidico a-1,6 durante la sintesis de amilopectina. A los 20 DDA, el analisis de
PCR en tiempo real revel6 una expresion significativamente mayor (2.11 veces) de
este gen en el genotipo ICC 6306 con respecto a Blanco Sinaloa 92 (Figura 10),

expresandose mayormente en los genotipos desi. Los mayores niveles de transcritos
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Figura 10. Expresion relativa del gen que codifica para la enzima ramificadora de
almidon en granos de garbanzo en desarrollo. La expresion de los genes se calculd
utilizando al gen eEF1A como control y tomando como referencia el genotipo Blanco
Sinaloa 92, cuyo nivel de expresion tomo el valor de 1. La barras indican diferencias
minimas significativas (P<0.05) basadas en la prueba de Fisher; 20 DDA (LSD=0.41),
30 DDA (LSD=0.78).
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podrian estar favoreciendo una mayor acumulacién de esta enzima, favoreciendo
una mayor acumulacién de amilopectina en el grano. Sin embargo, el contenido de
amilopectina total en este estado de desarrollo no coincide con los niveles de
expresion.

Por otro lado, a los 30 DDA se observlé una mayor expresion de este gen en el
genotipo Jumbo 2010, siendo significativamente mayor que los genotipos desi
(Figura 10). Esta mayor expresion podria favorecer una mayor acumulacion de
amilopectina, lo cual coincide con lo encontrado en este estudio, ya que a los 30
DDA el contenido de amilopectina total en Jumbo 2010 fue significativamente mayor
gue los desi (Cuadro 8). Ademas, los mayores niveles de transcritos podria estar
favoreciendo la acumulacion de la enzima para la cual codifica este gen. En estado
maduro, los genotipos kabuli tuvieron una acumulacion significativamente mayor de
la enzima SBE que los genotipos desi (Cuadro 12), coincidiendo con los niveles de
expresion a los 30 DDA. Este estado de desarrollo es el mas cercano al maduro, por
lo que los niveles de transcritos encontrados reflejan de mejor manera lo esperado

en la acumulacién de esta enzima, una vez que la semilla ha madurado.

¢ Almiddén sintasa unida al granulo

El andlisis de expresion del gen que codifica para la enzima almidén sintasa unida al
granulo | (GBSSI), la cual es responsable de la sintesis de amilosa en el grano,
revel6 que a los 20 DDA el nivel de transcritos de este gen fue 1.97 veces mayor en

ICC 6306 que en Blanco Sinaloa 92 (Figura 11). La mayor expresion del gen coincide
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Figura 11. Expresion relativa del gen que codifica para la enzima almidén sintasa
unida al granulo en granos de garbanzo en desarrollo. La expresién de los genes se
calculé utilizando al gen eEF1A como control y tomando como referencia el genotipo
Blanco Sinaloa 92, cuyo nivel de expresion tomoé el valor de 1. La barras indican
diferencias minimas significativas (P<0.05) basadas en la prueba de Fisher. 20 DDA
(LSD=0.64); 30 DDA (LSD=0.29).
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con la mayor acumulaciéon de amilosa total que presenté ICC 6306 en esta etapa de
desarrollo (Cuadro 8).

A los 30 DDA, el genotipo ICC 3421 mostrd los menores niveles de expresion
del gen para GBSSI, siendo el Unico significativamente menor de los cuatro
genotipos estudiados (Figura 11). Sin embargo, los niveles de transcritos de este
genotipo no coinciden con la acumulacién de la enzima y amilosa, ya que si bien a
los 30 DDA y en estado maduro fue uno de los que presenté el menor contenido de
amilosa total, la acumulacion de GBSSI en este genotipo fue alta. Esto puede estar
relacionado con la mayor precocidad observada para este genotipo y por lo tanto, a
30 DDA podria estar en una etapa mas avanzada de desarrollo de la semilla con
respecto al resto de los genotipos, con la consiguiente disminucién de los niveles de

ARN.

2 Genes de proteinas de almacenamiento
a Lipoxigenasa

Lipoxigenasa es una de las proteinas mas relevantes de la fraccion de
albuminas, ya que esta relacionada con la sintesis de acido jasmonico, el cual es
responsable de la activacion de genes durante la respuesta a dafios en la planta. A
los 20 DDA, los niveles de transcritos del gen que codifica para esta enzima fueron
mayores en los genotipos desi con respecto a los kabuli, siendo ICC 6306 el que
tuvo una expresion significativamente mayor (2.17 veces) al genotipo de referencia
(Blanco Sinaloa 92) (Figura 12). Una mayor expresion de este gen podria estar

relacionada a una mayor acumulacion de la enzima, lo cual coincide con lo encotrado
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Figura 12. Expresion relativa del gen que codifica para la enzima lipoxigenasa en
granos de garbanzo en desarrollo. La expresion de los genes se calcul6 utilizando al
gen eEF1A como control y tomando como referencia el genotipo Blanco Sinaloa 92,
cuyo nivel de expresion tomo el valor de 1. La barras indican diferencias minimas
significativas (P<0.05) basadas en la prueba de Fisher; 20 DDA (LSD=0.31), 30 DDA

(LSD=0.086).
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en este estudio ya que solo se pudo observar la presencia de esta proteina en los
genotipos desi en esta etapa de desarrollo (Figura 7A).

A los 30 DDA se observd el mismo comportamiento mencionado
anteriormente (Figura 12), ya que en este estado de desarrollo los genotipos desi
mostraron niveles de expresion mayores que los genotipos kabuli, coincidiendo con
la mayor acumulacién de esta proteina en los genotipos desi en el mismo estado de
desarrollo (Figura 7B, Cuadro 14).

Pradhan y col (2014) al realizar un andlisis global del transcriptoma de
garbanzo en desarrollo observaron que los niveles de transcritos del gen que codifica
para la enzima lipoxigenasa fueron mayores en etapas de desarrollo tardias (30 y 40
DDA) respecto a etapas tempranas de desarrollo (10 y 20 DDA), esto podria
relacionarse a la acumulacion de esta proteina encontrada en el presente estudio
observandose que a medida de que los dias de desarrollo avanzaban, estos
presentaban una mayor acumulacion, hasta llegar al estado maduro y presentarse en

los cuatro genotipos estudiados (Figura 7, Cuadro 13).

b Vicilina

Vicilina es una de las proteinas de almacenamiento més significativas de la
fraccion de globulinas. A los 20 DDA, los niveles de expresion del gen que codifica
para esta proteina fueron significativamente mayores en el genotipo ICC 3421 (1.47
veces) que en Blanco Sinaloa 92 (Figure 13). De manera general, los genotipos desi
mostraron niveles de expresion mayores que los kabuli. Mayores niveles de

expresion de este gen sugieren una mayor acumulacion de esta proteina. El analisis
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Figura 13. Expresion relativa del gen que codifica para la proteina de
almacenamiento vicilina en granos de garbanzo en desarrollo. La expresion de los
genes se calcul6 utilizando al gen eEF1A como control y tomando como referencia el
genotipo Blanco Sinaloa 92, cuyo nivel de expresién tomé el valor de 1. La barras
indican diferencias minimas significativas (P<0.05) basadas en la prueba de Fisher;
20 DDA (LSD=0.38), 30 DDA (LSD=0.11).
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densitométrico de esta proteina a los 20 DDA mostré que los genotipos desi
presentaron una mayor acumulacion (Figura 8A, Cuadro 16), coincidiendo con los
niveles de transcritos.

A los 30 DDA, el genotipo ICC 3421 tuvo una expresion significativamente
mayor que el genotipo de referencia (1.4 veces) y los otros genotipos estudiados
(Figura 13). Del mismo modo este genotipo presentd la mayor acumulaciéon de la
proteina vicilina. Pradhan y col (2014) al realizar un analisis global del transcriptoma
de garbanzo en desarrollo observaron que los niveles de expresion de este gen eran
mayores en etapas de desarrollo tardias para un genotipo kabuli, es decir, a medida
gue el estado de desarrollo avanzaba de 20 a 40 DDA, lo cual corresponde con lo
encontrado en el presente estudio, ya que en el genotipo Jumbo 2010 los niveles de
expresion aumentaron respecto al genotipo de referencia a medida de que el estado
de desarrollo avanzé de 20 a 30 DDA, lo cual también se observo con la acumulacion

de esta proteina.

c Legumina

Legumina es uno de los dos grandes grupos de proteinas que conforman la
fraccion de globulinas en garbanzo. A los 20 DDA, el analisis de expresion del gen
para la legumina 11S subunidad a revel6 una expresion significativamente mayor
(2.45 veces) en el genotipo ICC 6306 con respecto al genotipo de referencia (Blanco
Sinaloa 92) (Figura 14). La mayor expresion de este gen corresponde con la mayor
acumulacion observada de la legumina 11S subunidad a en este genotipo en el

mismo estado de desarrollo (Figura 8A, Cuadro 16).
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Figura 14. Expresion relativa del gen que codifica para la proteina de
almacenamiento legumina en granos de garbanzo en desarrollo. La expresion de los
genes se calculé utilizando al gen eEF1A como control y tomando como referencia el
genotipo Blanco Sinaloa 92, cuyo nivel de expresion tomo el valor de 1. La barras
indican diferencias minimas significativas (P<0.05) basadas en la prueba de Fisher;
20 DDA (LSD=1.27), 30 DDA (LSD=0.83).
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Los niveles de transcritos a los 30 DDA mostraron que el genotipo ICC 3421
presentd una mayor expresion, siendo significativamente mayor (3 veces) con
respecto al genotipo de referencia (Figura 14). La mayor expresion del gen
corresponde con la mayor acumulacién de la proteina legumina 11S subunidad a en

este genotipo en el mismo estado de desarrollo.
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IX CONCLUSIONES

Los genotipos de garbanzo estudiados presentaron una amplia variabilidad en el
contenido de almidon y sus componentes durante el desarrollo del grano. La
variabilidad observada en estas propiedades sugiere diferencias estructurales
importantes en el granulo de almidon.

Dentro de las proteinas asociadas al granulo, la enzima almidon sintasa unida al
granulo (GBSSI) fue la mas abundante y su acumulacion se relacion6 con el
contenido de amilosa.

Los perfiles de proteinas mostraron una mayor acumulacién de la fraccién de
globulinas, con mayor proporcion de las proteinas legumina 11S y vicilina 7S,
mientras que la fraccién de albaminas presentd una mayor variabilidad entre los
genotipos y una mayor proporcion de lipoxigenasa y albimina 2S.

El analisis transcripcional de genes relacionados con la sintesis de amilopectina,
isoamilasa (ISA) y enzima ramificadora de almidon (SBE), revel6 una mayor
expresion en los genotipos kabuli a los 30 DDA, lo cual correspondiéo con un
mayor contenido de amilopectina en estos genotipos.

Los genes para la enzima lipoxigenasa y la proteina legumina 11S se expresaron
mayormente en los genotipos desi, lo cual correspondi® con una mayor

acumulacion de estas proteinas.
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Los resultados indican que los niveles de expresion de los genes que codifican
para las enzimas de sintesis de almidén y proteinas de almacenamiento se
relacionan con la composicion de almidén y la acumulacion de sus respectivas
proteinas, lo que sugiere el uso potencial de estos genes para desarrollar
marcadores moleculares que puedan asistir en programas de mejoramiento de

garbanzo.
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