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RESUMEN

En México la sequia intermitente afecta el frijol de temporal lo que genera al final del
ciclo un bajo rendimiento, afectando la calidad y el tamafio de grano. Actualmente
existen pocos estudios que demuestren el efecto de la sequia sobre la calidad
nutracéutica y nutrimental del frijol. El objetivo es determinar el rendimiento y
caracterizar la calidad del grano de tres variedades de frijol Pinto sometidas a un
déficit hidrico en la etapa reproductiva y durante las etapas de desarrollo del cultivo
(vegetativa y reproductiva). Se utilizaron las variedades Pinto Durango (PD), Pinto
Saltillo (PS) y Pinto Raramuri (PR) las cuales se sembraron en invernadero y se
cultivaron bajo tres condiciones de humedad: riego (R), sequia severa durante la
etapa reproductiva (SS) y sequia constante durante el desarrollo de la planta (SC).
Se utiliz6 un disefio factorial 3 X 3 en bloques completos al azar. En riego, el suelo
se mantuvo al 70% de la capacidad de campo, en sequia severa se suspendi6 el
riego al inicio de la floracién y en sequia constante el suelo se mantuvo a 40% de la
capacidad de campo durante todo el ciclo vegetativo. En la madurez fisiolégica se
realiz6 la cosecha y se determind el rendimiento, observando que bajo una SC
moderada se obtuvieron valores superiores que lo obtenido en R para las tres
variedades, siendo significativo PR y PS con 304 y 289 g-m™ respectivamente. Por
otro lado, el tamafio de grano fue superior en la variedad PD bajo SC con 42.6 g/100
semillas. Se realiz6 la coccion del frijol y se liofilizd, encontrando diferencias
importantes en el contenido de lipidos con 3.7 % y 3.1 % para PD y PR en SC
respectivamente. El contenido de hierro aument6 de 49-78 % en SS y zinc de 19-39
% en SC comparando con el control (PD, R). La fibra total tuvo valores superiores
para todas las variedades sometidas a SS principalmente PD y PS (25.4y 27.8 %
respectivamente) y almidon resistente con 16.5, 17.13 y 19 % para PD, PRy PS
respectivamente. Los oligosacaridos también incrementaron con la SC. Se realiz6 la
cuantificacion de fenoles totales obteniéndose valores de 1.7-4 mg eq. acido
géalico/g, taninos condensados con 0.9-6.1 y Flavonoides con 0.6-1.9 mg eq.
catequina/g y antocianinas con 6.1-15.9 mg eq. de cianidin-3-glucésido/kg,
presentando valores superiores en todos los casos para las variedades obtenidas
bajo SC. Los acidos fendlicos que se incrementaron con la SC fueron acido
protocatecdico (4-6.8 pg/g), hidroxibenzoico (3.6-4 ug/g), clorogénico (3.9-6.7 pg/g),
ferdlico (2.6-2.64 ug/g) y salicilico (1.1-3.9 pg/g). Lo anterior se reflejé en una mejor
capacidad antioxidante evaluada mediante la inhibicién de la oxidacion de la LDL
con un ICsp de 1.4-2.8 mg/mL comparado con el control de 7.3 mg/mL, por otro lado
la capacidad para inhibir el radical oxido nitrico fue de 5.7-8.6 mg/mL y para el
control de 19.5 mg/mL. La sequia constante puede ser una alternativa de cultivo, ya
gue incrementa el rendimiento y la calidad nutracéutica de variedades mejoradas del
frijol.

Palabras clave: Frijol comdn, sequia, rendimiento, calidad nutrimental, calidad
nutracéutica



SUMMARY

In México, common bean produced in rainfed is affected by intermittent drought
which results in a low yield, affecting seed size and quality. Currently there is a
lack of studies that reveal the effect of drought on nutrimental and nutraceutical
quality of the grain. The objective was to determinate seed yield and to
characterize the quality of three varieties of Pinto bean produced under a water
deficit in the reproductive stage and during stages of development of the cultivar
(vegetative and reproductive stages). Bean varieties Pinto Durango (PD), Pinto
Saltillo (PS) and Pinto Raramuri (PR) were sowed in greenhouse conditions
under three soil moisture treatments: irrigation (Ir), severe drought during the
reproductive stage (SD) and a constant drought during the stages of
development of the cultivar (CD). A factorial design 3 X 3 with randomized
completed blocks was used. With irrigation, soil moisture remained at 70 % of
field capacity, with severe drought irrigation was suspended at the beginning of
flowering and with constant drought soil moisture remained at 40 % of field
capacity during the developing of plants. At physiological maturity common
bean was harvested and crop yield was determined. In CD conditions, values
were higher than the obtained in Ir for the three varieties, obtaining significant
values for PR and PS with 304 and 289 g-m™ respectively. On the other hand,
seed size was greater for PD cultivated under CD with 42.6/100 seeds. After the
grain was cooked and freeze dried significant differences in lipid content were
found with 3.7 % and 3.1 % for PD and PR respectively compared with the
control (PD, Ir). The iron content increase 49-78 % in SD and zinc 19-39 % in
CD comparing with the control. The total fiber content was higher for all
varieties cultivated under SD, predominantly PD and PS (25.4 and 27.8 %
respectively) and resistant starch with 16.5, 17.13 and 19% for PD, PR and PS
respectively. The oligosaccharides also increase with CD. The content of total
phenols was determined obtaining 1.7-4 mg eq. galic acid/g, condensed
tannins: 0.9-6.1 and flavonoids: 0.6-1.9 mg eq. catechin/g and anthocyanins:
6.1-15.9 mg eq. cianidin-3-glucoside/kg, with higher content of these
components in all varieties obtained under CD. The phenolic acids that were
increased with CD were protocatechuic (4-6.8 pg/g), hydroxybenzoic (3.6-4
ug/g), chlorogenic (3.9-6.7 ug/g), ferulic (2.6-2.64 pg/g) and salicylic (1.1-3.9
Mg/g). It was obtained a better antioxidant capacity evaluated by the inhibition of
LDL oxidation with 1.4-2.8 mg/mL of ICso comparing with the control with 7.3
mg/mL, on the other hand, the oxide nitric radical scavenging capacity results
were 5.7-8.6 mg/mL and 19.5 mg/mL for the control. Therefore, a constant
drought could be a production alternative since increase yield and nutraceutical
quality of improved bean varieties.

Key words: Common bean, drought, crop vyield, nutrimental quality,
nutraceutical quality
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|. Introduccion

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es uno de los cultivos mas
antiguos de América, y es la leguminosa de grano mas importante para
consumo humano directo en el mundo. Se cultiva extensamente en diferentes
partes del mundo, especialmente en América Latina, Africa Oriental y el Caribe,
bajo un amplio rango de ambientes y sistemas de produccion (Blanco et al.,
1995; Lépiz, 2000). México es parte del centro de origen de la especie. El frijol
ocupa el segundo lugar en superficie sembrada en nuestro pais, representa
ademas la segunda actividad agricola mas importante por el numero de

productores dedicados a este cultivo (Jiménez et al., 2009).

El frijol comun es actualmente considerado como un alimento funcional,
debido a su elevada variedad de fitoquimicos, como los compuestos
nutracéuticos, los cuales aportan beneficios a nuestro organismo. Esta
leguminosa es una fuente econdmica de proteina, carbohidratos, vitaminas y
minerales y es también una excelente fuente de fibra soluble e insoluble
(Bennink et al., 2008; Guzman et al, 2002; Reynoso et al., 2006).

Sin embargo, la calidad de grano de frijol que llega al consumidor
depende de las caracteristicas de las semillas en el momento de la cosecha, el
manejo del grano recolectado, condiciones de almacenamiento y tecnologia de
procesamiento. A su vez, las caracteristicas del grano en la cosecha estan
determinadas por el genotipo del cultivar y por factores bibticos y abioticos
ambientales que influyen durante el crecimiento y desarrollo de la planta (Kigel,
1999).

Un factor abidtico de gran importancia para el cultivo del frijol es el
estrés hidrico, constituye una de las principales limitantes para el rendimiento y
calidad del grano. La sequia intermitente registrada comunmente en el altiplano
de Meéxico, principal region productora, puede afectar el cultivo de frijol en
diferentes etapas fenoldgicas y cuando coincide con la floracién y se prolonga
puede causar la pérdida del cultivo. Varios factores influyen en la incidencia de

la sequia, entre los que sobresalen la escasez y erratica distribucion de la



lluvia; asi como, los suelos con baja capacidad de retencibn de humedad
(Moreno, 2009; Rosales et al., 2009).

Segun Huerta et al. (2010), la sequia es uno de los factores
ambientales limitantes mas importantes para la agricultura en todo el mundo.
La sobrevivencia de las plantas, y por lo tanto la productividad del cultivo,
depende en gran medida de la capacidad de adaptarse, responder y tolerar
tales condiciones ambientales variables. El rendimiento es la principal
caracteristica estudiada bajo diversas condiciones de estrés, sin embargo, la
calidad del grano cosechado bajo condiciones adversas, incluye una serie de

caracteristicas importantes para los consumidores e industriales.

El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de la sequia
severa durante la etapa reproductiva y constante en las dos fases de desarrollo
de las plantas, sobre el rendimiento y las propiedades nutricionales y

nutracéuticas de tres variedades mejoradas de frijol comun tipo Pinto.



Il. Antecedentes
2.1 Frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)

Dentro del grupo de las especies leguminosas, el frijol comldn es una
de las mas importantes. Es una planta anual, herbacea intensamente cultivada
desde la zona tropical hasta las templadas. El frijol pertenece a la familia de las
leguminosas o fabaceas. Entre las clases mas comunes en nuestro pais se
encuentran los frijoles negros, amarillos, blancos, bayos, pintos y morados. En
la actualidad, las variedades mas distribuidas comercialmente son los frijoles

del tipo pinto, bayo y negro (Broughton et al., 2003; Financiera Rural, 2009).

En la actualidad, el frijol se siembra en los cinco continentes y la
semilla de frijol es, después de la soya, la leguminosa de mayor
comercializacién en el mundo y es particularmente importante en los paises en
desarrollo, ya que constituye un complemento proteico para alimentos como el
maiz y el arroz, los cuales constituyen la fuente mas importante de
carbohidratos (Bressani, 1983; Graham et al., 2003).

2.2 Produccién nacional de frijol

El cultivo del frijol, junto con el cultivo del maiz, constituye en México
una tradicién productiva y de consumo que cumplen con diversas funciones de
caracter alimentario y socioeconémico. El frijol se siembra en todas las
regiones agricolas del pais y su cultivo es una de las actividades econémicas
mas importantes del pais; ocupa una superficie promedio de 1.8 millones de
hectareas donde se producen 1.14 millones de toneladas, con un rendimiento
promedio de 869 kg/ha durante la ultima década (SIAP, 2010).

El frijol es un producto estratégico para el desarrollo rural, siendo el
segundo cultivo nacional, con mas de 500,000 productores dedicados a este
cultivo. Aproximadamente, el 70% de la produccion nacional se obtiene de los
estados de Zacatecas, Sinaloa, Durango, Chihuahua, Nayarit, Chiapas, San

Luis Potosi y Guanajuato.



La produccién de este grano en el ambito nacional es muy vulnerable a
las condiciones climatolégicas que se presentan durante el ciclo del cultivo.
Esto se debe a que mas del 85% de la superficie sembrada con frijol en México
carece de infraestructura para cultivar esta leguminosa bajo el sistema de
riego, de ahi que el principal factor limitante de la produccién se agudiza en

regiones con bajo régimen pluvial, provocando la disminucién del rendimiento.

Esta disminucidon se debe a factores que reducen y limitan la
produccién de este grano. En la zona productora de frijol del norte del estado,
ademas de los factores abioticos que afectan el rendimiento del cultivo, sobre
todo en condiciones de temporal, estan la irregularidad de la precipitacién que
ocasiona largos periodos de sequia, cuyos efectos se ven incrementados por
los suelos pobres en nutrimentos y con bajo contenido de materia organica,

condiciones tipicas de las regiones semiéridas.
2.3 Composicion quimica del frijol

El frijol comun tiene un contenido elevado de proteinas, carbohidratos y
baja cantidad de lipidos, aunque es rico en acido linoléico; es considerado una
fuente de vitaminas (tiamina, riboflavina, niacina y &cido foélico), y minerales
como calcio, magnesio, hierro, fosforo, potasio y zinc. Es una fuente importante
de aminoacidos aromaticos, lisina, leucina e isoleucina (Cuadro 1) (Bennink et
al., 2008; Serrano et al., 2004; Vergara, 2011).

2.3.1 Carbohidratos

Los carbohidratos constituyen la principal fraccion del grano,
aproximadamente el 70 % de la composicion quimica del frijol corresponde a
estos compuestos. Los principales tipos de carbohidratos son los polisacaridos
amilaseos y los no amilaseos (fibra dietaria), el contenido de almidén es de 43-
45%, y de fibra es de 18-20 %. El frijol contiene ademas pequefias pero
significativas cantidades de oligosacaridos (estaquiosa, verbascosa, y rafinosa)
aproximadamente en un 3-5 %. De los carbohidratos presentes, la mayor
proporcion corresponde a los no digeribles, los cuales son fermentados en el

intestino delgado. Entre los carbohidratos no digeribles se incluye



principalmente al almidon resistente, fibra soluble e insoluble y los
oligosacaridos no digeribles. Hay estudios que sugieren que el consumo de
frijol esta relacionado con la reduccion de mortalidad causada por cancer de

colon (Reynoso et al., 2006).

Cuadro 1. Composicion quimica del grano de frijol comun.

Componente Composicion Componente Composicion
Agua (g/100 g) 59.8 Fitatos (mg/qg) 13.82 + 0.57
Energia (Kcal/ 100 g) 110.3 Taninos (mg/q) 13.78 £ 0.57
Minerales(mg/100 g)
Proteina (g) 18.4+0.1 Potasio 1424.3
Lipidos (g) 23+0.0 Calcio 5.2
ac. grasos saturados (Q) 0.22 Magnesio 92.3
ac. grasos monosaturados (g) 0.09 Zinc 2.23
ac. grasos poliinsaturados (Q) 0.68 Hierro 6.21
colesterol (mg/100 g) 0 Fosforo 332.12
Cenizas (Q) 0.6 0.0 Sodio 43.67
Carbohidratos (g) 64.7 Cobre 0.6
Fibra dietaria total (% materia seca) 27 Manganeso 1.11
Fibra soluble 4.5 Selenio 3.96
Fibra insoluble 22.6 Vitaminas (mg/100 g)
Almidon resistente 2.6 Vitamina C 8.93
Almidon total (% materia seca) 42.9 Tiamina 0.56
Oligosacéridos (g/100 g) Riboflavina 0.24
Rafinosa 0.40 £ 0.03 Niacina 1.76
Estaquiosa 3.23+0.18 Vitamina B-6 0.34
Verbascosa 0.12+0.01 Vitamina A 0.21

(Bennink et al., 2008; Vergara, 2011)
2.3.2 Fibra dietaria

La definicién clasica de fibra incluye a la fraccion de los alimentos
derivada de la pared celular de las plantas, que resisten la hidrélisis por las
enzimas digestivas en humanos. La fibra se clasifica, segin su grado de
solubilidad, en soluble e insolubles; la fibra soluble es viscosa y fermentable, en
cambio la insoluble no es viscosa y es escasamente fermentable (Vergara,
2011).



El componente soluble es fermentado casi totalmente por la flora
bacteriana para producir 4cidos grasos volatiles, mientras que el componente
insoluble se fermenta sdlo una fraccion y lo demas se exctreta en condiciones

pequefias en las heces (Park et al., 2007)

Se ha reportado que el contenido de fibra dietaria en el frijol comun
puede cambiar debido al procesamiento que se le da al frijol previo al consumo,
este procesamiento genera cambios en la composicion y en sus propiedades
fisicoquimicas y por lo tanto puede tener diferente influencia fisiolégica en el

organismo (Kutos et al., 2003)

2.3.3 Lipidos

El frijol es naturalmente bajo en grasa, con pocas grasas saturadas. El
contenido de lipidos es sélo del 2 al 4 % del grano seco y los acidos grasos
insaturados representan aproximadamente el 70% del material lipidico. Al igual
gue con todos los alimentos vegetales, el frijol no contiene colesterol (Bennink
et al., 2008).

2.3.4 Proteina

El frijol es una excelente fuente de proteina, tipicamente contienen de
20 a 30% de estos compuestos. La proteina de frijol, al igual que en la mayoria
de las fuentes de proteinas vegetales, es incompleta (es decir, es deficiente en
uno o mas de los aminoacidos esenciales), es el caso de los aminoacidos
azufrados (metionina y cisteina), que son aminodacidos limitantes en la proteina

del frijol.

Siendo el frijol comun una de las leguminosas mas importantes a nivel
mundial, esta especie ha sido propuesta como un modelo de investigacion en
el almacenamiento de proteinas. La faseolina, miembro del grupo de las
globulinas 7S, constituye mas del 50% del total de la proteina presente en la
semilla de variedades comerciales. Las lectinas también son abundantes junto
al inhibidor de a-amilasa, cada uno contribuyendo con el 10% del contenido de

proteina en la semilla (Marsolais et al., 2010).



2.3.5 Minerales

El frijol es rico en magnesio, fosforo, cobre y manganeso, es fuente de
potasio, calcio y selenio pero bajo en sodio (Bennink et al., 2008; Serrano 2004;
Welch et al., 2000). Sin embargo contiene cantidades significativas de hierro y
zinc; aportando el19.1% y 15.9% de las cantidades diarias recomendadas,
respectivamente, debido a su baja biodisponibilidad. Beebe et al. (2000) han
propuesto que tanto el genotipo del cultivar, como el medio ambiente, tienen un

efecto significativo en el contenido de minerales en el grano de frijol.

Poco se sabe sobre la causa de la variabilidad genética en la distribuciéon
dentro de la semilla del hierro en frijol coman. La formacion de complejos
tanino-Fe y el resultante impedimento de la movilidad del hierro desde la testa
de la semilla hacia el embrién, puede explicar dicha variabilidad (Beebe et al,
2000; Lombardi et al.,, 1995). Segun Moraghan (2004), los pigmentos de
antocianina, ubicadas en las cubiertas de las semillas de algunos genotipos de
frijol comun, también puede influir dentro de la distribucion del hierro en las

semillas.

El frijol comUn es una leguminosa con un contenido relativamente alto en
zinc y por lo tanto es considerado como una importante fuente de este
micronutriente en la alimentacién humana. Es importante mencionar que este
mineral tiene importantes funciones enzimaticas, estructurales y regulatorias en
el organismo humano, ya que es co-factor de mas de 300 enzimas que regulan

diferentes funciones y procesos (Saydelles et al., 2010).

Otra caracteristica es que el zinc contenido en el grano de frijol es
altamente biodisponible (House et al., 2002), sin embargo existen compuestos
que pueden afectar la biodisponibilidad de este mineral (fitatos y taninos) y su

presencia puede reducir la absorcién de zinc en el organismo.

Segun Moraghan et al. (2002), la testa del frijol contiene solo del 7-12 %
total del zinc presente en el grano, mientras que la mayor parte se encuentra

en los cotiledones.



2.3.6 Compuestos fendlicos

El frijol comun contiene un amplio rango de flavonoides, incluyendo los
flavonoles, glicésidos, antocianinas, proantocianinas e isoflavones, asi como
algunos acidos fendlicos como acido galico, acido p-hidroxibenzoico, &acido
vanilico, acido p-cumarico, y acido ferulico. Estos compuestos han mostrado
tener propiedades antioxidantes; sin embargo, de acuerdo a las condiciones
edafocliméticas y época del afio en las que se cultive el frijol, la cantidad de
estos compuestos sera modulada por la condiciones afectando la calidad

nutracéutica del grano (Iniestra et al., 2005; Ze Lin et al., 2007).

Guevara et al. (2007) indicaron que existe una correlacién importante
entre el contenido de compuestos fendlicos y color del grano de frijol; tal es el
caso de los flavonoides, antocianinas y taninos condensados, que son mas

abundantes en los granos de color.
2.3.7 Compuestos antinutricios

Las leguminosas contienen un nimero de componentes que tienen un
potencial benéfico para la salud, asi como otros que pueden reducir la
biodisponibilidad de algunos nutrientes, estos son considerados como
compuesto bioactivos antinutritivos. Entre los compuestos considerados como
no nutritivos se puede mencionar a las saponinas, acido fitico, inhibidores de
enzimas (o-amilasa), inhibidor de tripsina, lectinas y algunos compuestos
fendlicos (Bennink et al., 2008; Oboh et al., 2008; Serrano et al., 2004; Vergara,
2011).

2.4 Variedades de frijol comun tipo Pinto

El programa de mejoramiento genético del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, agricolas y Pecuarias (INIFAP) ha generado
variedades y lineas de frijol con diferente precocidad, alto rendimiento y
tolerancia a enfermedades, estas presentan caracteristicas de interés entre
productores e instituciones dedicadas a la investigacion cientifica, entre estas

variedades se encuentran Pinto Saltillo, Pinto Durango y Pinto Raramuri.



2.4.1 Pinto Saltillo

Se derivo de la cruza mudltiple: Hidalgo 77////[MAM 30///Michoacan 91
A/BAT 76//IBAT93/G5653. Esta variedad es de grano mediano, peso de 100
semillas de 27-36 g (Figura 1), ciclo intermedio con tiempo de floracion de 35 a
47 dias y 73 a 100 dias a madurez fisiologica (Sanchez et al., 2004). Las
caracteristicas superiores de la variedad Pinto Saltillo causaron la tendencia de
los productores a especializarse en la produccion de frijol tipo pinto debido al
éxito comercial que tiene en la region semiarida. Los agricultores consideran a
Pinto Saltillo como una opcién productiva, que les permitié incrementar sus
ingresos econdmicos. Ademas, la adopcion de Pinto Saltillo fue un éxito que
beneficia a productores, comercializadores, industriales y consumidores de frijol
y representa una alternativa viable, ya que su vida en almacenamiento y
anaquel es prolongada, lo cual permite la conservacion y transporte del grano

sin problemas de oscurecimiento de la testa.

Por otra parte, se ha reportado que la variedad de frijol Pinto Saltillo ha
demostrado tener una alta capacidad de producciébn aun en reducidas
condiciones de lluvia siendo ésta una opcidén para los productores que se
dedican a la produccion de frijol bajo condiciones de temporal (Avila et al.,
2011).

Figura 1. Grano de frijol Pinto Saltillo.



2.4.2 Pinto Durango

Se desarrollo a partir de la cruza simple: Pinto Sierra/Pinto Nacional-1.
Esta variedad muestra un ciclo biolégico precoz con 34 a 40 dias a floracion y
76 a 92 a madurez fisioldgica. El grano se clasifica como mediano respecto al
peso de 100 semillas de 28-41 g (Figura 2). Esta variedad muestra
caracteristicas morfoagronémicas diferentes a las observadas en Pinto Saltillo.
Pinto Durango tiene un crecimiento con porte de planta semierecto y de perfil
angosto. En numerosos ensayos de campo ha mostrado resistencia a sequia
moderada y antracnosis, tolerancia a roya, asi como alto rendimiento (Acosta et
al., 2007).

Se ha demostrado que la variedad Pinto Durango tienen la capacidad
de disminuir hasta un 48 % de los niveles altos de glucosa y colesterol en la
sangre de ratas diabéticas (Garcia et al., 2007). Por otro lado, en un estudio
realizado por Lomas et al. (2008) se evalué6 el efecto del consumo del frijol en
ratas diabéticas; se utilizaron variedades de frijol del tipo Pinto, Negro y Flor de
Mayo. Los autores concluyeron que la incorporacién de Pinto Durango a la
dieta de ratas diabéticas, a partir de un 25 %, disminuye los niveles de
colesterol séricos, por lo que puede ser una alternativa para disminuir el riesgo

cardiovascular asociado a diabetes.

Figura 2. Grano de frijol Pinto Durango.
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2.4.3 Pinto Raramuri

Pinto Raramuri es una nueva variedad que se derivo de la cruza simple
entre Pinto Bayacora/Pinto Saltillo (Figura 3). Pinto Bayacora se derivo de los

mismos progenitores que la variedad Pinto Durango (Rosales et al., 2009)

Figura 3. Grano de frijol de la variedad Pinto Raramuiri.

2.5 Sequia

Los bajos rendimientos en la produccion del frijol se deben
principalmente a enfermedades, ataque de insectos, sequia, baja fertilidad del
suelo y otros tipos de estrés abidticos. La sequia se define como un periodo de
clima anormalmente seco que persiste el tiempo suficiente para producir un

desequilibrio hidrologico (Haug et al., 2003).

El cambio climatico y el desarrollo humano acelerado han provocado
que regiones que naturalmente no son aridas o semiaridas comiencen a ser
vulnerables a la sequia al consumir y agotar sus reservas de agua. El problema
de la sequia es grave y podria agravarse si se considera que las proximas
décadas seran criticas en lo que se refiere a la relacibn demanda/suministro de
agua (Vorosmarty et al., 2000).

2.5.1 Sequia en México

En México, las regibnes mas afectada por la sequia se ubican en el
Norte, donde predomina el clima arido y semiarido. Estas regiones ocupan una

gran extension del pais y reciben menos del 40 por ciento de la precipitacion
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total promedio. Ademas, en el norte se ubica el 90 por ciento de las plantas
industriales y el 70 por ciento de las tierras irrigadas, las cuales consumen el 85
por ciento del agua disponible (Cazares et al., 2010).

El promedio de la precipitacion anual en el territorio mexicano durante
los afios 2005-2011 fue de 813 mm (Figura 4) y su patron de distribucién

espacial y temporal no ha sido homogéneo (INEGI, 2012).

Precipitacion Media Anual 2005-2011
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Figura 4. Precipitacion media anual en México en los afios 2005-2011(INEGI,
2012).

Segun Ventura et al. (2006), mas de la mitad del territorio nacional
localizado al norte y en el altiplano recibe s6lo 9% de la precipitacion media
anual, pero tiene al 75% de la poblacion y posee 40% de las tierras agricolas
de temporal; en cambio, en el sureste de México, donde vive solo 24% de la
poblacion y la industriatiene un bajo desarrollo, llueve 70% de la precipitacién

anual.

La sequia en México afecta a 19 Estados de la Republica (dos terceras
partes), se pronostica que persista en los estados que ya la vienen padeciendo
y que se extienda e intensifique hacia los del centro de México. Se calcula que
hasta un 70% de los productores agricolas usan sus cosechas para el
autoabastecimiento. Son campesinos cuyos cultivos dependen basicamente de

la precipitacion y sus cultivos son las primeros en ser afectados por la falta de
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lluvia. Con la sequia se teme un mayor aumento del precio de los alimentos,

que en 2011 ya fue més alto que la inflacion (FAO, 2012).

En México, del total de la superficie en que se cultiva el frijol, el 85 % se
establece en el ciclo primavera-verano, principalmente bajo condiciones de

temporal erratico en el altiplano semiarido.

En el 2011, la superficie sembrada con frijol de temporal en México, en
el ciclo Primavera-Verano, fue de sélo 1.25 millones de hectareas, de estas se
cosecharon 688 mil con una produccion de 368,532 toneladas; es decir, la
produccion fue aproximada al 35% de lo normal, esto debido a un retraso de la

temporada por la escasez de lluvias (SIAP, 2012).
2.6 Efecto de la sequia en las plantas de frijol

El contenido de agua en una planta depende de la proporcién entre agua
traspirada por las hojas y agua absorbida por la raiz. El déficit hidrico se
presenta en situaciones ambientales tales como: déficit de agua (por falta de
lluvia o irrigacién), por un incremento en la concentracién de sales en el suelo
(alta salinidad), o por bajas temperaturas que provocan que el agua del
apoplasto se congele y, por lo tanto, disminuya la cantidad de agua disponible.

Esta limitacibn de agua afecta el crecimiento y la produccion de las
plantas. ElI grado de afectacion depende del genotipo y de la etapa de
desarrollo de la que se encuentre la planta en el momento de la restriccién
hidrica (Yang et al., 2006).

Cuando el déficit hidrico persiste por periodos prolongados, se generan
una serie de cambios fisiolégicos en la planta, tales como, alteracién en la
distribucion de la biomasa y la fotosintesis, aumento de la tasa de foto-
respiracion y, en casos de sequia severa, se produce dafio en los cloroplastos
y envejecimiento prematuro de las hojas, asi como cambios en el contenido de

proteinas y minerales.
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En frijol no se han identificado caracteres secundarios claramente

asociados con la respuesta a sequia. En relacién con la respuesta a sequia del

frijol, a la fecha se sabe que:

Las flores y las vainas en las etapas de establecimiento son los 6rganos
susceptibles a sequia, ya que la limitacion de agua durante estas etapas
promueve el aborto de las flores y vainas reduciendo asi la

productividad.

Las variedades de habito indeterminado que presentan plasticidad
fenol6gica muestran mejores rendimientos frente a la sequia, debido a

su adaptabilidad y mayor potencial para acumular biomasa.

Las raices de mayor longitud a mayor biomasa, tienen la habilidad de
responder adecuadamente a la limitaciébn de agua, por lo que ayudan a

mantener la productividad en condiciones de sequia.

Son diversos los efectos que tiene el estrés hidrico en el frijol comun,

en lo que respecta a la calidad del grano destacan los siguientes:

o Disminucion de la fotosintesis

o Disminucion en el rendimiento

o Aumento en la sintesis de proteinas

o Aumento en el contenido de carbohidratos solubles
o Disminucion del contenido de almidon

o Aumento en el tiempo de coccion

2.6.1 Fotosintesis

Bajo estrés hidrico, el déficit de agua en las plantas desarrolla una

inhibicion significativa de la fotosintesis.

Cuando la disponibilidad de agua en el suelo disminuye, y

consecuentemente baja la absorcion de la misma, las plantas limitan la
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transpiracion cerrando los estomas. Si el cierre de los estomas se prolonga, se
reduce la captura de CO, y la planta pierde el abasto de moléculas
carbonatadas; lo cual afectara el crecimientos, desarrollo y productividad de los
cultivos (Bray, 1997).

El decremento en la taza fotosintética bajo estrés hidrico observado en
muchos estudios se explica por la baja concentracion interna de CO; en la
planta, o que resulta en una limitacion del sitio receptor de ribulosa-1,5-
bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (Rubisco) o a la directa limitacién de la enzima

potosintética Rubisco o la ATP sintasa (Zlatev et al., 2004).

Sin embargo, existen otros estudios que muestran que el decremento
en la taza fotosintética debido a un déficit de humedad en el suelo, se puede
atribuir a las perturbaciones en los procesos bioquimicos, considerando que las

limitaciones en los estomas son el evento principal (Chavez, 1991).
2.6.2 Rendimiento

En las leguminosas en general, el estado de reproduccion es el estado
mas sensible a la sequia, es decir, si toma lugar durante la formacion de las
flores, formacion de las vainas o el llenado de las vainas, esto es porque el
déficit de agua causa la caida de las estructuras reproductivas, como sucede
con el pistilo en el caso de la soya o el polen en el frijol comun. De esta
manera, una consecuencia de la baja produccion de grano durante el estrés
hidrico se ve reflejada en una reduccion en el rendimiento (Acosta et al., 1989;
Castareda et al., 2008; Kokubun et al., 2001).

La restriccion de humedad en la fase reproductiva de frijol disminuye el
rendimiento en mayor proporcion que cuando solo afecta la fase vegetativa; du-
rante las etapas de floracién, formacion de vaina y llenado de grano, disminuye
hasta en 50 y 72 % el nimero de vainas y el rendimiento, lo cual depende de la
intensidad del déficit de agua y la tolerancia del cultivar (Aguilar et al., 2012),
Nufez et al. (2005) registraron una reduccion del 60% en el rendimiento de

frijol comun en condiciones de sequia, lo que se atribuy6 a pérdidas del 63% de
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las vainas por planta, 29% de semillas en vaina y 22% en el peso de las

semillas (tamafio).

2.6.3 Sintesis de proteinas

Las plantas responden al estrés por déficit hidrico a nivel celular y
molecular. Una de las principales respuestas al estrés por sequia es la
modificacion de la expresion génica, relacionada con la produccion de enzimas
clave en la via de sintesis de proteinas con funcién protectora, enzimas
antioxidantes, factores de transcripcién y otras proteinas involucradas en las

respuestas a la sequia.

Una posible explicaciébn para el mayor contenido de proteinas en el
frijol cosechado en condiciones de sequia podria ser la sintesis de novo de las
proteinas de proteccion. Otro grupo de proteinas que se expresan durante
estrés hidrico incluye las de choque térmico, las proteinas transportadoras de
iones y aquellas que permiten el transporte de agua (acuaporinas), las
proteasas, las cinasas de proteinas, las fosfatasas, las proteinas involucradas
en el metabolismo de los fosfolipidos y los factores de transcripcion. Por otro
lado, se ha reportado que el estrés hidrico en plantas de frijol induce la
actividad de enzimas como la ornitin amino transferasa y la concentracion de
ornitina también incrementa la concentracion de prolina y la actividad de la
arginasa que, junto con la ornitina, participa en la sintesis de aminoacidos, y
por tanto en concentracion de proteina en las plantas de frijol cosechadas bajo

condiciones de sequia (Gonzalez et al., 2003; Moreno, 2009).

Otra caracteristica que se ve afectada por el estrés por sequia en el
cultivo del frijol es la digestibilidad proteica. En un estudio realizado por
Gonzalez et al. (2003) se menciona que es importante medir la digestibilidad de
proteina de frijol in vitro debido a que el contenido y la composicion de
aminoacidos en las proteinas de las plantas puede cambiar bajo condiciones
de sequia, por tanto esto puede tener un efecto significativo en la digestibilidad

proteica.
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Otro grupo de proteinas cuya expresion se incrementa durante el
estrés hidrico son las enzimas antioxidantes que, junto con compuestos no
proteicos, detoxifican a las plantas de los radicales libres. Estos radicales como
el superoxido y el peroxido de hidrégeno se generan debido a un aumento en la
tasa de fotorreduccion del O2 en los cloroplastos. Entre las principales enzimas
estan la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la ascorbato
peroxidasa (APX), la peroxidasa (POD), la glutation reductasa (GR) y la
monodehidroascorbato reductasa (MDAR) (Moreno, 2009).

Se ha reportado que la sequia incrementa la sintesis de proteinas
inhibitorias como el inhibidor de tripsina y a-amilasa. En un estudio realizado
por Pergiovanni et al., (2003) sobre el efecto de la variacién anual y el genotipo
de frijol, reportaron que la lluvia y/o la temperatura durante las etapas de
desarrollo afectan la expresion del inhibidor de tripsina. Estudios anteriores
sugieren una influencia de la precipitacion en la expresion del inhibidor, y una
funcién de la sequia durante el desarrollo de la semilla y su calidad y valor

nutritivo.

En el caso del inhibido de a-amilasa, Yang et al. (2001) observaron que
las enzimas relacionadas con la degradacion de almidén como el inhibidor de
a-amilasa asi como las enzimas relacionadas con la sintesis de sacarosa, la
enzima sacarosa fosfatosintasa (SPS), se activan en tallos de algunos cereales
en respuesta al déficit de agua.

Tofifio et al. (2007) sugieren que en respuesta al estrés hidrico la
actividad de la ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa) decrece y aumenta la del
inhibidor de amilasa.

2.6.4 Contenido de carbohidratos
Oligosacaridos

Son polimeros formados de 2-10 unidades de monosacaridos. El
contenido de estos compuestos en el grano de frijol comun puede resultar en
malestar gastrointestinal (produccion de diéxido de carbono y metano que se

traduce en flatulencias) por su baja digestibilidad y puede inhibir la absorcién de

17



nutrientes (Beaver et al., 2009). Sin embargo, se ha sugerido que la baja
digestibilidad resulta de la configuracion del enlace glucosidico entre las
unidades monoméricas del azlcar o la selectividad del sustrato por las enzimas
digestivas gastrointestinales. Ciertos oligosacaridos al no ser digeridos, pueden
beneficiar al tracto gastrointestinal por la fermentacién o la proliferacion de
bacterias benéficas. Como resultado de la fermentacion de estos compuestos
se producen acidos grasos de cadena corta como acético, propionico y butirico
(Hsu et al., 2004).

Se ha reportado que el estrés hidrico por sequia durante el desarrollo
de la semilla aumenta el contenido de azucares solubles en grano (Pasin et al.,
1991). En un estudio realizado por Bernardo et al., (2009) se observo que
diferentes variedades de frijol producidas bajo condiciones de estrés hidrico

mostraron un alto contenido de oligosacéridos.

Marsolais et al. (2010) proponen que el incremento en los niveles de
rafinosa probablemente se refleja mediante un mecanismo por el cual se

mantiene un balance entre el contenido de nitrégeno y carbono.
Almidon

El almidon es el polisacarido de almacenamiento mas usado por las
plantas y constituye una reserva de carbono. El carbono que las plantas
incorporan mediante la fotosintesis se almacena temporalmente en las hojas en
forma de almiddn. En las hojas el almidén se degrada para sintetizar sacarosa
gue se transporta hacia los 6rganos especializados para el almacenamiento,
como la semilla. En la semilla la sacarosa se degrada a hexosas que se
consumen en el metabolismo del embrion o se almacenan de nuevo en forma

de almidodn, el cual servira de reserva para la nueva plantula.

Segun Pasin et al. (1991), en los granos de frijol que se obtienen de
plantas expuestas a condiciones de sequia se reduce el contenido de almidon.
En las plantas la biosintesis del almidon es sensible al efecto de condiciones
ambientales adversas, las cuales actlan sobre el suministro de carbohidratos

desde los érganos fuente, la recepcion del almiddén por los érganos vertedero y
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la actividad de las enzimas biosintéticas asociadas. En diferentes especies,
incluso en diferentes variedades dentro de la misma especie, la sequia afecta

de forma diferente al metabolismo de carbono (Moreno, 2009; Vergara, 2011).

Ademés del usual proceso refinado de regulacién espacio temporal de
las enzimas biosintéticas del almidon, el estrés abidtico también afecta la
cinética del metabolismo de manera que el balance de los factores ambientales
influencia la relacién fuente-vertedero y, por tanto, la acumulacion final de

almidon en los 6rganos de almacenamiento (Tofifio et al., 2007).

2.6.5 Tiempo de coccion

El tiempo de coccion es una caracteristica importante que debe ser
considerada en la evaluacion de la calidad del grano de frijol ya que los tiempos
de coccion largos (> 60 min) reducen la aceptacion de las variedades, y la
susceptibilidad del frijol a la coccion excesiva del grano reduce el valor
nutrimental de las proteinas; esto esté relacionado con el problema de dureza a
la coccion que se presenta cuando los cotiledones no se suavizan al momento
de cocerlos y la dureza de la testa por lo cual el frijol tiene una baja imbibicion
del agua (Castellanos et al., 1995; Wang et al., 2005). Se ha reportado que el
medio ambiente y las condiciones de cultivo, asi como el genotipo del cultivar,
influyen de manera significativa en el tiempo de coccién del frijol (Beaver et al.,
2009; Kiger, 1999).

Otro factor importante es la absorcion de agua; en el frijol libre de dafios,
la entrada de agua ocurre de manera natural y la absorcion de agua esta
controlada por barreras naturales, como la regién del hilio/micropilo y la testa
de la semilla (Figura 11) (Heil et al., 1992).
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Figura 11. Componentes morfoldgicos del grano de frijol comun

Lo anterior demuestra que las condiciones de sequia afectan el tiempo
de coccion y la calidad nutrimental de la semilla de frijol, sin embargo, algunos
compuestos considerados como fitoquimicos podrian incrementarse debido a

las condiciones adversas de crecimiento.
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[l. Justificacién

En México, el frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) ocupa el segundo
lugar por superficie cultivada y el sexto por valor de la produccion; su
importancia es ancestral ya que una fuente importante de nutrientes y junto con

el maiz son la base de la alimentacion de la poblacion.

Los factores de calidad nutrimental, como es el caso del contenido
proteico, algunos minerales, fenoles, entre otros, son de suma importancia para
la dieta de la poblacién, por tanto, es importante conocer los efectos negativos
0 positivos que ocurren en el grano de frijol de variedades tipo pinto por efecto
de la sequia. Las variedades de este tipo de frijol, como lo es Pinto Saltillo,
ocupan una superficie importante en la region semiarida del Norte-Centro del

pais.
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IV. Hipdtesis

El déficit de humedad en el cultivo de frijol afecta el rendimiento y la
calidad nutrimental y funcional del grano; el efecto es mas agudo si se presenta

en la etapa reproductiva de la planta.
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V. Objetivos
5.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la sequia durante diferentes etapas de
crecimiento y desarrollo del frijol (Phaseolus vulgaris L.) sobre el rendimiento y

la calidad nutrimental y nutracéutica.
5.2 Objetivos particulares

Estrategias de trabajo

1. Determinar el rendimiento, tamafio de grano y la capacidad de absorcién
de agua de tres variedades de frijol sometidas a tres condiciones de

humedad: riego, sequia severa y sequia constante.

2. Evaluar el efecto de la sequia sobre el contenido de proteinas, lipidos,
carbohidratos, fibra, almidon resistente, hierro y zinc de frijol cocido

cultivado en diferentes condiciones de humedad.

3. Determinar la digestibilidad de las proteinas de frijol en las muestras de

frijol cocido.

4. Cuantificar oligosacéaridos, fenoles, taninos, antocianinas y &acidos

fendlicos en las muestras de frijol cocido.
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VI. Metodologia

Estrategia de trabajo 1. Determinar el rendimiento, tamafio de grano y la
capacidad de absorcion de agua de tres variedades de frijol sometidas a

tres condiciones de humedad: riego, sequia severa y sequia constante.
6.1 Materiales
6.1.1 Material

Se utilizé grano de frijol de las variedades Pinto Saltillo, Pinto Raramuri
y Pinto Durango producidas en invernadero en el campo experimental Bajio del
INIFAP ubicado en Celaya, Guanajuato. Pinto Durango se considerd la

variedad de referencia en todas las variables respuesta.
6.2. Produccién del frijol

Se sembré semilla de frijol de las tres variedades en invernadero en
suelo arenoso de baja capacidad de retencion de humedad. Después de un
riego uniforme a todo el lote experimental, las semillas se sembraron
directamente en el suelo y se fertiliz6 antes de la siembra con la dosis 50-40-20
de N-P-K.

Los tratamientos de humedad y las variedades se distribuyeron al azar
bajo un disefio factorial 3 X 3, los factores fueron las variedades y los
tratamientos con las diferentes condiciones de humedad. La unidad
experimental consistié en dos surcos de 2.0 m de longitud separados a 70 cm.
El cultivo se condujo con luz natural. Se cosechd aproximadamente 90 dias

después de la siembra (este valor varié segun las condiciones de cultivo).

Se probaron tres regimenes de humedad: 1. Riego, en el que las
plantas se mantuvieron bajo condiciones Optimas de humedad (70% de
humedad en el suelo con respecto a la capacidad de campo) durante todo el
ciclo del cultivo; 2. Sequia severa, al suspender el riego al llegar a la fase
reproductiva, especificamente al inicio de la floracion (los dias a floracion

varian segun el genotipo del cultivar y las condiciones de cultivo); 3. Sequia
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constante, al aplicar riego para mantener el suelo al 40% de la capacidad de
campo a partir del inicio de la floracién (Figura 5). Para la aplicacién de los
tratamientos de humedad, primero se determiné la curva de retencion de

humedad del suelo en los perfiles de 0 a 30 y 30 a 60 cm de profundidad.

Condiciones de humedad

Riego 90 dias

70 % de humedad

Etapa reproductiva Madurez fisiologica

Sequia Severa

42 dias 48 dias
(EEe———

70 % de humedad 20 % humedad

Sequia Constante 90 dias

40 % humedad

Figura 5. Condiciones de humedad.
6.3 Determinacién del rendimiento

Se estimé el rendimiento de frijol por m? de las diferentes variedades
utilizadas y bajo las distintas condiciones de humedad.

Al llegar a la madurez fisiol6gica, se coseché vy trill6 una muestra de
dos surcos con longitud de 2 m lineales para determinar el rendimiento de
grano de frijol.
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Después de la cosecha se conté el numero de vainas por planta y el
namero de semillas por vaina en tres plantas tomadas al azar de cada variedad
empleada en el experimento cultivada bajo las distintas condiciones de
humedad. También se determiné el tamafio del grano de frijol, pesando 100

granos de frijol tomados al azar.
6.4 Determinacién de la calidad del grano de frijol
6.4.1 Determinacion del tamafio de grano

Después de la determinacion del rendimiento, se evalu6 el tamafio de
grano, esto se hace midiendo el peso de 100 semillas y para ello se tomaron al
azar 100 granos en cada muestra.

6.4.2 Determinacion de la capacidad de absorcion de agua

Después de la cosecha se redujo la humedad del grano de frijol a 90 £
5 g kg™ de semilla a 30 + 5°C y humedad relativa (HR) de 50 + 10 %, segln lo
propuesto por Castellanos et al. (1995). Para medir la absorcién de agua se
tomaron al azar 100 granos de frijol y se dejaron en remojo en agua destilada
durante 18 h, posteriormente se decanté el agua para medir el peso de los
granos. La absorcién de agua se expresé como el incremento (% peso/peso)

en peso de granos de frijol seco.

Estrategia de trabajo 2: Evaluar el efecto de la sequia sobre el contenido
de proteinas, lipidos, carbohidratos, fibra, almidén, hierro y zinc de frijol

cocido cultivado en diferentes condiciones de humedad.
6.5 Coccion del frijol

El frijol se sometio a un tratamiento térmico de acuerdo con lo propuesto
por Aparicio et al. (2005), se colocaron 100 g de frijol en 500 mL de agua
destilada. La coccion se llevo a cabo por 2.5 h a 90 + 1°C aproximadamente.
Con la muestra (incluyendo el grano cocido y el caldo de coccién) se formd un
homogenizado el cual se liofilizé y almaceno a 4°C hasta su uso en técnicas

posteriores.
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6.6 Analisis proximal

El andlisis proximal se realiz6 en las muestres de frijol cocido y liofilizado
de las tres variedades antes mencionadas cultivadas bajo las diferentes

condiciones de humedad.
6.6.1 Proteina total

El contenido de proteina total se determin6é de acuerdo con el método de
la AOAC (2000) Método Micro-Kjeldalh (nUmero 920.15).

La proteina se calcula de la siguiente manera:
Proteina (%) = N2 (%) * 6.25.

Donde:

N, (%) = [(V-Vo)* N*Meqg*100]/M

V = mL de H,SO, empleados en la titulacién de la muestra
Vo = mL de H,SO4en el blanco

N = normalidad del H,SO,4

Meq = miliequivalentes de N, =0.014 g

M = gramos de muestra

6.6.2 Extracto etéreo

El contenido del extracto etéreo se determind de acuerdo con la AOAC
(2000) numero 920.15

El calculo del extracto etéreo se determiné:

Extracto etéreo (%) = [(Pf - Po)/ M] *100

Donde:

Pf = peso del recipiente antes de la extraccion (g)
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Po = peso del recipiente después de la extraccion (g)
M = peso del frijol (g)

6.6.3 Cenizas

El contenido de cenizas se determind con el método de la AOAC (2000)
numero 945.46

Las cenizas se calcularon multiplicando el peso de las cenizas por 100 y
se dividio entre la cantidad de la muestra.

6.6.4 Fibra dietaria

Para la determinacion del contenido de fibra dietética total (soluble e
insoluble) e insoluble del frijol, se empled el método enzimatico-gravimétrico
descrito por Prosky et al. (1998). Se pesd 1 g de las harinas de frijol cocido
previamente desgrasadas por duplicado. Se adicion6 50 mL de solucion
reguladora de fosfatos 0.08 M pH 6 y 100 pL de enzima o-amilasa
termoestable. Se incubd a temperatura ambiente y posteriormente se
adicionaron 10 mL de NaOH 0.275 N para ajustar el pH a 7.5. En seguida, se
adicioné 100 pL de una solucién de proteasa (50 mg/mL) preparada con
solucion de fosfatos. Las muestras se cubrieron con aluminio y se agitaron en
bafio maria a 60° C durante 30 min. Se dej6 enfriar a temperatura ambiente y
después se adicion6 10 mL de HCI 0.325 M y se ajustd el pH a 4-4.6 para
posteriormente adicionar 100 pL de la enzima amiloglucosidasa. Se
adicionaron 4 volumenes de etanol al 95%, se cubrieron y se dejaron en reposo
a temperatura ambiente durante 24 h. Posteriormente se filtraron y el filtrado
obtenido se seco y almaceno a temperatura ambiente. Se registro el peso de
los filtrados obtenidos, y se determiné el contenido de proteina y ceniza de los

mismos.

Para la fibra insoluble se realizé el mismo procedimiento realizado para
la fibra dietética total, con la diferencia de que después del tratamiento

enziméatico a las muestras no se les adiciond etanol.
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El porcentaje de fibra dietética total y el porcentaje de fibra soluble se

calcularon de la siguiente manera:
%Fibra = [((R1 + R2)/2) — proteina - ceniza] * 100

Donde:

R; = peso del precipitado de la réplica 1 (g).
R2 = peso del precipitado de la réplica 2 (g).
Proteina = contenido de proteina total (g).
Ceniza = contenido de ceniza total (g)

6.6.5 Carbohidratos

Los carbohidratos se determinaron por diferencia de la suma del

contenido de proteina, extracto etéreo y cenizas con 100.
6.7 Cuantificacién de almidon resistente

Esta cuantificacién se realiz6 de acuerdo a la técnica establecida por
Saura-Calixto et al. (1993), para la cual se pesaron 0.1 g de fibra insoluble

obtenida de la determinacién de fibra insoluble.

Posteriormente se adicion6 6 mL de hidroxido de potasio (KOH) 2 M y se
agité por 30 min a temperatura ambiente. Después se afiadié 3 mL de acetato
de sodio 0.4 My se ajust6 el pH a 4.75 con HCI 2 N. Se adicionaron 60 pL de la
enzima amiloglucosidasa, y se incub6 a 60 °C durante 30 min con agitacion
continua. Posteriormente, se dejaron enfriar y se centrifugaron durante 15 min
a 3000 x g. Se colect6 el sobrenadante y el precipitado se resuspendio en 10
mL de agua destilada. Se centrifugd 15 min a 3000 x g, se colect6 el
sobrenadante y ambos sobrenadantes se mezclaron y se aforaron a 50 mL con
agua destilada. Se cuantifico el contenido de glucosa con un kit de Glucosa
(GOD-PAP) de Randox. El almiddn resistente se calculd utilizando una curva
estandar de glucosa (0 - 0.98 mg/mL) y la concentracion de almidon se expresé

como el porcentaje de glucosa (mg) x 0.9 utilizando la siguiente férmula:
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%Almidon Resistente = [Glucosa (mg/mL) * V * 0.9 * 100]/P
Donde:

V = volumen de aforado

P = peso de la muestra

6.8 Cuantificacion de hierro y zinc

La cuantificacion de hierro y zinc se realizé por el método hiumedo. En
este método la muestra se sometidé a una digestion con acido nitrico (HNO3) y
acido perclérico (HCIO4). La muestra de frijol se llevé a digestion en &cido
perclérico/nitrico (1/5 v/v) a 60 °C durante 12 h, de acuerdo con lo propuesto
por Dalfollo et al. (2012). El blanco se prepard de la misma manera que las
muestras. Las muestras y el blanco se filtraron y el filtrado se analiz6 en un
espectrofotometro de absorcion atomica. La lectura para la cuantificacion de

hierro se hizo a 238.2 nm y 213.8 nm para la cuantificacion de zinc.

Se disolvié una solucion estandar de 1000 mg/L de hierro y de zinc en
0.5% de HNO3 para usarse como la solucién madre. El rango de calibracién

final fue de 0.05 a 5 mg/L para hierro y zinc.

Estrategia de trabajo 3: Determinar la digestibilidad de las proteinas de

frijol en las muestras de frijol cocido.
6.10 Digestibilidad proteica

La digestibilidad proteica se realiz6 in vitro de acuerdo al método
descrito por Hsu et al. (1987) con algunas modificaciones. Una alicuota de 1
mL de una mezcla enzimatica [1.6 mg de tripsina (tipo IX), 3.1 mg de
quimotripsina (tipo Il) y 1.3 mg de peptidasa (grado lll)] se agregé a 10 mL de la
muestra en solucidon acuosa con 6.25 mg de proteina total. La solucion se
incub6 a 37° C con una agitacion rapida durante 10 min y posteriormente se

medié el pH final.
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El porcentaje de digestibilidad in vitro se calculd usando la siguiente

formula:
Y =210.46 — 18.10X
Donde:

Y = porcentaje de digestibilidad

X = pH final (después de 10 min de incubacion)

Estrategia de trabajo 4: Cuantificar oligosacéaridos, fenoles, taninos,

antocianinas y acidos fendlicos en las muestras de frijol cocido.
6.11 Determinacion de oligosacaridos
6.11.1 Extraccién de oligosacaridos

Para la extraccion de oligosacaridos se siguié la metodologia descrita
por Diaz et al. (2006), con algunas modificaciones. Se pesaron 500 mg de
muestra (harina de frijol cocido), se adicionaron 10 mL de agua, posteriormente
la muestra se colocé en bafio maria a 80° C durante una hora con agitacion
cada 5 min. En seguida, la muestra se hizo llegar a temperatura ambiente y el

sobrenadante se inyect6 en HPLC para su identificacion y cuantificacion.

6.11.2 Identificacién y cuantificacién de oligosacaridos por cromatografia

liguida de alta resolucién (HPLC)

Se emple6 el método descrito por Muzquiz et al. (1999). Se pesaron 500
mg de muestra y se mezclaron con 5 mL de etanol al 80%, para posteriormente
agitarse por 1 min a temperatura ambiente. Después se centrifug6 por 5 min a
5000 x g, se decantd y el procedimiento de extraccidon y centrifugacion se
repitid dos veces en la misma muestra colectando el sobrenadante. Todos los
sobrenadantes se secaron a 50-55 °C por 15-20 h en una estufa. La muestra
se disolvi6 en 5 mL de agua desionizada. El analisis por HPLC de

oligosacaridos se efectué usando una columna para carbohidratos marca
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Zorbax de 250 mm de longitud y 4.6 mm de diametro interno, y 5 ym de tamano
de particula. Se us6 una precolumna Zorbax NH;, de 4.6 mm de longitud y 12.5
mm de diametro interno, y 5 ym de tamafo de particula, se empled un detector
de indice de refraccion G1362A. La identificacion de oligosacaridos se realizo
mediante comparacion con el tiempo de retencion y espectros de absorcion de
estandares de oligosacéridos comerciales y su cuantificacion se realizd con

curvas de calibracion de los mismos.

6.12 Extraccion y cuantificacion de compuestos fendlicos

6.12.1 Extraccion de compuestos fendlicos

Se realiz6 una extraccion de los compuestos fenolicos mediante el
solvente de extraccion propuestos por Xu et al. (2007), a 1 g de harina de frijol
liofilizada se le adicionaron 10 mL de acetona acidificada al 70 % con 0.5 % de
acido acético [(acetona/agua/acido acético (70:29.5:0.5 v/v/v)], protegiendo de
la luz y agitando durante 24 h, después se centrifugd a 5000 x g durante 10 min

a temperatura ambiente, para obtener el sobrenadante.
6.12.2 Cuantificacién de fenoles totales

Se emple6 el método de Folin Ciocalteu, descrito por Singleton et al.
(1999). En un tubo de ensayo, se colocaron 40 pL del extracto obtenido de la
muestra, posteriormente se le adiciond agua destilada hasta completar un
volumen de 500 L, se agito el tubo y se le afiadié 250 uL del reactivo Folin-
Ciocalteu 1N y se agit6. Se dejé reposando por 5 min y se afiadié 1.25 mL de
carbonato de sodio al 20 % a cada tubo. La lectura de la absorbancia para
cada mustra se hizo a 765 nm. La concentracion se calculo utilizando un curva
estandar equivalente de acido gdlico (0-0.032 mg/mL) y los resultados se

expresaron como mg equivalentes de acido galico/g de muestra seca.
6.12.3 Cuantificacion de taninos condensados

Para la cuantificacion de taninos condensados se tomaron muestras
del extracto acetdnico antes mencionado. Se cuantificaron los taninos

condensados de acuerdo al ensayo de la vainillina de Desphande et al. (1985).
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A 100 pL del sobrenadante obtenido del extracto de frijol se agregaron 500 pL
de una solucion (1:1) recién preparada de vainillina al 1% en metanol y HCI 8%.
Posteriormente, se prepard un blanco al cual se le se le adicionaron 100 pL de
metanol y 500 pyL de HCI al 4%. Para cuantificar los taninos condensados se
midi6é la absorbancia a 492 nm en un espectrofotdmetro. Se utilizd6 una curva
estandar de (+) catequina (0-0.8 mg/ml). La concentracion final se expresé

como mg equivalentes de (+) catequina/ g de muestra seca.
6.12.4 Cuantificacion de flavonoides totales

Para la cuantificacion de flavonoides totales se realiz6 la técnica descrita
por Liu et al (2002), esta técnica se basa en la capacidad del AICI; para formar
quelatos con falvonoides; sin embargo, algunos de estos quelatos son
inestables a pH acidos, por lo cual la reaccion se lleva a cabo en un medio
bésico. A 100 pL extracto de frijol se agregaron 1250 pL de aguay 75 uL de
una solucion de NaNO; 5 %, los tubos se agitaron durante 6 min y
posteriormente se adiciond 150 puL de AICO3 al 10 %, se agitd nuevamente
durante 5 min y se agreg6 a la reaccién 500 pL de NaOH 1My 525 pL de agua,
se dejo incubando durante 30 min a temperatura ambiente. Para la
cuantificacion de flavonoides totales se tomo lectura de la absorbancia a 510
nm en el especrofotometro. La concentracié final se determind utilizando una
curva estandar de (+) catequina (0-0.074 mg/mL) y los resultados se
expresaron como mg equivalentes de (+) catequina/g de muestra seca de frijol.

6.12.5 Cuantificacion de antocianinas

Previo a la cuantificacion de antocianinas, se realiz6 la extraccién de
estos compuestos. A 0.5 g de harina se adicionaron 4 mL de etanol acidificado
(85 mL de etanol al 95% + 15 mL de HCI 1.0 N), se protegié de la luz y
posteriormente se agitd durante 2 min, trascurrido este tiempo, se ajusto el pH
a 1.0 con HCI concentrado, se agitdo durante 30 min protegiendo de la luz y
finalmente se centrifugd 10 000 x g durante 20 min a temperatura ambiente

para obtener el sobrenadante.

La determinacion de antocianinas totales se realiz6 siguiendo el método
de Abdel-Aal et al. (1999) con modificaciones de Rivera et al. (1999). El
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sobrenadante del extracto de antocianinas de frijol se llevé a un volumen de 10
mL en un matraz aforado usando etanol acidificado. Posteriormente se medio
la absorbancia en un espectrofotometro a 535 nm. El valor de la absorbancia

obtenido se sustituy6 en la siguiente formula:

C = (A/€) * (V/1000) * PM * (1/g de muestra * 10°)

Donde:

C = concentracion de antocianinas totales (mg/kg)

A = absorbancia a 535 nm

€ = coeficiente de absortibidad molar de cianidina 3-glucésido (25965 cm™M™)
V = volumen total del extracto de antocianinas (mL)

PM = peso molecular de la cianidina 3-glucdsido (449 g/mol)

Los resultados se expresaron como mg equivalentes de cianidina 3-

glucosido/kg de muestra.

6.13 Identificacion y cuantificacion de acidos fendlicos por cromatografia

liquida de alta resolucién (HPLC)

Se empled el método descrito por Ramamurthy et al. (1992). Se
pesaron 100 mg de muestra liofilizada y molida, los cuales se colocaron en un
tubo Falcon al que se le adicioné 10 mL de metanol al 30%. Se agité y se
recuperd el sobrenadante el cual se filtré a través de una membrana de 0.45
um, el filtrado se colocd en un vial y se inyecté inmediatamente al HPLC. El
analisis de HPLC de los compuestos fendlicos se realizd6 con una separacion
en fase reversa utilizando una columna Zorbax (ODS) — C18 (5 um tamafio de
particula, 15 cm x 4.6 mm i.d.), para la fase movil el solvente A fue acido
acético/agua (2:98 v/v) y el solvente B fue &cido acético/acetonitrilo/agua
(2:30:68 v/v). El gradiente programado fue desde 10 a 100 % B en A con flujo
de 1.5 mL/min. La deteccion se realizo a 260, 280 y 320 nm.
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6.14. Evaluacion de capacidad antioxidante in vitro

6.14.1 Evaluacién del efecto antioxidante sobre la oxidacién de
lipoproteina de baja densidad (LDL)

El método utilizado para la evaluacion del efecto antioxidante sobre la
oxidacion de la LDL fue descrito por Loy et al. (2002). Se utilizO suero de
humanos sanos y se ajusto la densidad a un valor < 1.006 g/mL, usando agua
destilada para incrementar o KBr para bajar la densidad. Posteriormente, se
ultracentrifugd el suero a 32000 x g durante 18 h a 10 °C, con el fin de
precipitar y obtener la fraccion de LDL. En el precipitado es donde se encuentra
la fraccion a analizar. Una vez que se recuper6é la fraccion de LDL, se
realizaron curvas estandar de catequina y con las muestras del extracto de
acetona acidificada de frijol. En tubos Falcon de 15 mL con tapa y cubiertos con
aluminio, se colocaron 200 pL de LDL y 100 puL de CuSO,4 (5 mM), se afadié
muestra del extracto de frijol de los diferentes tratamientos con el fin de evaluar
la concentracion inhibitoria media (ICsp), en cada tubo se completard el
volumen a 1 mL utilizando solucion amortiguadora de fosfatos a pH 7.4. Los
tubos se agitaron vigorosamente y se incubaron durante 3 h a 37 °C. Después
de la incubacion, se agregd a cada tubo 1 mL de solucion acido tricloroacético
(15%) y 1 mL de &cido tiobarbiturico.

Los tubos se calentaron a bafio Maria en ebullicion por 20 min,
posteriormente los se introdujeron en hielo para interrumpir la reaccion. Se
agrego a cada tubo 2 mL de n-butanol y se centrifugaron a 3500 x g durante 10
min. Los compuestos (TBARS) se midieron a una absorbancia de 532 nm. Para
la determinacién del porcentaje de inhibicién de acuerdo a cada concentracion

de la muestra se aplico la siguiente ecuacion:
Inhibicion (%) = [(Ablanco - Amuestra) /Ablanco] *100
Donde:

A = absorbancia a 532 nm
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6.14.2 Evaluacion de la capacidad de inhibicion del radical 6xido nitrico

Para establecer la capacidad de los extractos para capturar el 6xido
nitrico (NO), se aplico la metodologia seguida por Giraldo et al. (2003), con
algunas modificaciones. Se prepararon 16 tubos con voliumenes diferentes del
extracto de frijol con acetona acidificada, a cada tubo se le agregd agua
destilada para completar 1 mL, inmediatamente se adicionaron 200 pL de
nitroprusiato de sodio (NPS, 0.4 mL, 113 mM), se agitaron, se incubaron a
temperatura ambiente durante 150 min. Se agregd el reactivo de Griess:
primero 400 pL del reactivo A (acido sulfanilico al 1% en acido fosférico al 5%)
y 30 min después se adiciond 400 pL del reactivo B (N-1 natftiletilenediamina al
0.1% en agua destilada); los tubos se dejaron en reposo durante 15 min, y se
medio la absorbancia a 546 nm. Las lecturas de absorbancia decrecen con el
aumento de la actividad antinitrosativa. La actividad antinitrosativa se estimo de

acuerdo a la siguiente ecuacion:

% PION = [(Ao — Awm) / Ag] *100
Donde:
% PION: corresponde al potencial inhibitorio del 6xido nitrico
Ao: es la absorbancia del control

Ay es la absorbancia de la mezcla reaccionante
6.15 Andlisis estadistico

Se realizé el andlisis de los efectos de la interaccidn existente entre los
tres tratamientos y la variabilidad debida al uso de diferentes variedades de
frijol.

Los resultados obtenidos fueron expresados como la media + el error
estandar (EE). La evaluacion estadistica de los datos se determiné mediante el
analisis de varianza (ANOVA) a un nivel de confianza de 95 %. Se realiz6 el
analisis de comparacion de medias aplicando la prueba de Dunnett teniendo
como control la variedad de frijol Pinto Durango (por ser una variedad con alto

contenido de fitoquimicos con potencial benéfico a la salud) cultivado bajo el
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sistema de riego (por permitir una condicion 6ptima de humedad en el suelo
para el crecimiento de la planta de frijol). La prueba de Tukey se aplico en el
analisis de los solventes de extraccion. Los analisis estadisticos se realizaron

en el programa estadistico JMP version 5.0.1.
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VIIl.  RESULTADOS Y DISCUSIONES

Estrategia de trabajo 1: Determinar el rendimiento, tamafio de grano y la
capacidad de absorcion de agua de tres variedades de frijol sometidas a

tres condiciones de humedad: riego, sequia severa y sequia constante.

7.1 Nimero de vainas por planta

En la Figura 6 se muestran los resultados del numero de vainas por
planta de frijol. Bajo la condicion de riego (70% de humedad en suelo), el
namero de vainas es mayor con 7, 6.9 y 7.2 para Pinto Durango, Raramuri y
Saltillo respectivamente, sin embargo, al suspender el riego en la etapa de
floracion (Sequia Severa) el numero de vainas disminuye; la tendencia es
similar para todas las variedades, la variedad Pinto Durango tuvo una
disminucion hasta de un 57 %.

m Riego
B Sequia severa

" sequia constante

Numero de vainas por planta
SN
1

Pinto Durango Pinto Raramuri Pinto Saltillo

Variedades

Figura 6. Numero de vainas por planta en tres variedades de frijol cultivadas
bajo diferentes condiciones de humedad.
Los datos se expresan como la media + EE. *** p<0.001, * p<0.01y*p <0.05vs el
control (Pinto Durango, riego) indica diferencia significativa (p < 0.05) con la prueba de
Dunnett.
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Existen reportes que muestran una disminucién hasta del 60 % en el
namero de vainas de frijol blanco en condiciones de sequia durante la etapa
reproductiva, comparando con las plantas cultivadas bajo irrigacion (Szilagyi,

2003), esto es similar al resultado obtenido para Pinto Durango.

Por otro lado, se han reportado que la variedad Pinto Saltillo es
resistente a la sequia; solo disminuyé en un 16 % en sequia severa. Pinto
Rardmuri es una variedad de reciente liberacion por el INIFAP; por lo tanto, no
existen reportes de su comportamiento ante un déficit de humedad. En este

experimento, la disminucion que tuvo en sequia severa fue sélo de un 15 %.

Efectos que son de suma importancia estimar son los que se generan
cuando se tiene mas de un factor; con estos efectos se puede determinar
posibles interacciones. En este trabajo se tiene como un factor a las variedades
y otro las condiciones de humedad, el efecto sobre el nimero de vainas entre
las variedades depende de los niveles del tratamiento, El efecto de los
tratamientos fue mas importante para Pinto Durango ya que bajo sequia severa
se observa que el decremento es mas drastico que para Pinto Raramuri y
Saltillo (Anexo 7).

7.2 Numero de granos por vaina

En cuanto al nUmero de granos por vaina, ninguna de las variedades y
tratamientos fue diferentes al control (Pinto Durango, riego). Sin embargo, las
variedades en las que se desarrollaron mayor numero de granos por vaina en
condiciones de riego fueron Durango y Raramuri con un valor promedio de 4.0

y 3.9 respectivamente.

En la sequia constante los valores obtenidos fueron similares a la
condicion de riego. La sequia severa es la condicion que permitié el desarrollo
de menor numero de granos por vaina (3.6 granos para Pinto Durango y Pinto

Saltillo, seguido de 3.5 para Pinto Raramuri).

Manjeru et al. (2007), publicaron resultados cercanos a los obtenidos en
este estudio en términos del nimero de granos por vaina, ya que no
observaron una interaccion significativa entre variedades de frijol comun vy el

estrés hidrico causado por sequia, presentando un promedio de granos por
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vaina de 4.5-5.4 en tres diferentes variedades de frijol comun cultivados bajo
condiciones controladas de humedad del suelo.
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Pinto Durango Pinto Raramuri Pinto Saltillo

Variedades

Figura 7. Namero de granos por vaina en tres variedades de frijol cultivadas
bajo diferentes condiciones de humedad.
Los datos se expresan como la media + EE.

7.3 Estimacién de rendimiento por m?

En México, se ha reportado que la sequia intermitente afecta el
reindimiento del frijol cultivado bajo el sistema de temporal; por esta razon, se
ha buscado el mejoramiento de frijol comun con el objetivo de obtener
variedades con mayor resistencia a la sequia, tal es el caso de las variedades
Pinto Saltillo y Pinto Raramuri. Estas variedades tuvieron una disminucién en el
rendimeinto respecto al control del 12 % y 16.5 %, respectivamente. Sin
embargo, el rendimiento de la variedad Pinto Durango disminuy6 hasta un 43.9
% en condiciones de sequia severa comparando este resultado con lo obtenido
en riego. (Figura 8).

Un dato importante referente al rendimiento es el aumento que se
observé para la sequia constante; ya que esta condicién permiti6 la mayor
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produccion teniendo un incremento respecto al control de 6.0 % para Pinto
Durango, 33.4 % para Pinto Raramuri y 26.7 % para Pinto Saltillo. Ademas, en
la grafica del perfil de interaccidon se observa que las variedades Pinto Durango
y Pinto Raramuri cultivadas bajo riego, tienen rendimientos similares; sin
embargo, al cultivar estas variedades bajo sequia constante, Pinto Rardmuri
incrementa en rendimiento. Esto demuestra que un estrés moderado
potencializa el incremento en el rendimiento al mismo nivel que la variedad
Pinto Saltillo (Anexo 8).
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100 = Sequia constante
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Pinto Durango Pinto Raramuri Pinto Saltillo
Variedad

Figura 8. Rendimiento estimado por m? en tres variedades de frijol cultivadas
bajo diferentes condiciones de humedad.
Los datos se expresan como la media + EE. *** p <0.001, * p<0.01y*p<0.05vs el
control (Pinto Durango, riego) indica diferencia significativa (p < 0.05) con la prueba de
Dunnett.

Los resultados estan estimados por m?, sin embargo, al extrapolar los
porcentajes de incremento en mayores superficies de siembra, el incremento
seria importante, llevando asi a considerar la optimizacién del riego para el
cultivo de frijol, ya que en referencia a los resultados obtenidos, al estresar a la
planta de manera moderada y durante las 2 fases de desarrollo, se obtiene un

incremento en el rendimiento de esta leguminosa.
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7.4 Tamafio de grano de frijol comuan

El tamafio de grano es un factor importante que determina la calidad del
frijol comun. Se ha reportado que la reduccién en el tamafio esta relacionada
con la disminucion del rendimiento bajo condiciones de sequia durante la etapa
reproductiva (Pérez et al., 1999). Tal es el caso de la sequia severa ya que la
sequia se presento al llegar a la fase reproductiva. En la Figura 9 se observa
que la disminucién del tamafio de grano, respecto al control fue de 18 % para
la variedad Pinto Durango, seguido de 15 % para Pinto Raramuri y 13 % para

Pinto Saltillo cultivadas bajo sequia severa.
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Figura 9. Tamafio de grano de tres variedades de frijol cultivadas bajo
diferentes condiciones de humedad.
Los datos se expresan como la media + EE. *** p < 0.001 vs el control (Pinto Durango,
riego) indica diferencia significativa (p < 0.05) con la prueba de Dunnett.

En el Anexo 9 se observa un efecto significativo entre la cantidad de
humedad del suelo y el tamafio de grano de Pinto Durango, ya que esta
variedad tiene el mayor tamafio en riego; no obstante, el tamafio disminuye al
restringir la cantidad de agua durante su desarrollo. Por otro lado, Pinto Saltillo

y Raramuri presentaron un efecto de interaccion, ya que bajo riego y sequia
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constante, Pinto Saltillo tiene mayor tamafio de grano, sin embargo, bajo la

sequia contante esta tuvo menor tamafio que Pinto Raramuri.

Sin embargo, Pérez et al. (1999) mencionaron que la restriccion de
humedad en la fase reproductiva disminuye este factor en mayor proporcion
cuando se presenta durante la fase vegatativa. Es por esto que el tamafio de
grano cultivado bajo la condicion de sequia constante no se vio afectado en
similar proporcion; por el contrario, el tamafo de grano para todas las
variedades cultivadas bajo esta condicion aumenté, obteniendo un incremento
de 6.3% para Pinto Saltillo, 5.1 % para Pinto Durango y 3.1 % para Pinto

Rarédmuri (Figura 10).

Figura 10. Imagenes representativas del tamafio de grano de tres variedades
de frijol cultivadas bajo diferentes condiciones de humedad. a) Pinto Durango;
b) Pinto Raramuri; c) Pinto Saltillo. A= Riego, B= Sequia Severa, C= Sequia
Constante.
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Este resultado es interesante, y o que se sugiere a partir de estos datos
es que el aumento en el rendimiento de frijol cultivado bajo la condicién de
sequia constante pudiera deberse al incremento en el tamafio de grano
cultivado bajo un estrés causado por déficit de humedad de manera moderada;
sin embargo, esto es soOlo una hipétesis, lo que permite la pauta para

posteriores estudios.

7.5 Capacidad de absorcién de agua

Las tres variedades de frijol utilizadas es este estudio mejoraron su
capacidad para absorber agua cuando el frijol se cosechdé bajo sequia
constante y sequia severa, esta propiedad se incremento ligeramente respecto

a la variedad Pinto Durango cultivada bajo riego (Cuadro 2).

Cuadro 2. Capacidad de absorcion de agua en frijol cultivado bajo diferentes
condiciones de humedad

Capacidad de

Variedad Tratamiento absorcion de agua
(% viv)
Riego 435+0.3
Pinto Durango Sequia Severa 45.0+0.6
Sequia Constante 46.1+0.1"
Riego 46.1+0.9"
Pinto Raramuri Sequia Severa 47.6 + 0.8***
Sequia Constante 48.0+0.8"
Riego 448+ 0.5
Pinto Saltillo Sequia Severa 46.9+08"
Sequia Constante 47.8+0.8"

Los datos se expresan como la media £ DE. ** p < 0.001, * p<0.01y*p <0.05vs el
control (Pinto Durango, riego) indica diferencia significativa (p < 0.05) con la prueba de
Dunnett.

En el anexo 10, se puede observar que Pinto Raramuri tuvo mayor
capacidad de absorcién de agua al ser cosechado en riego y sequia constante.
Sin embargo, ante la condicién de sequia severa, Pinto Saltillo es superior en
esta variable respuesta, esto indica que esta variedad tiene mayor capacidad
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de absorcion de agua cuando se obtiene después de haber recibido un estrés

mMA&s severo en su etapa de desarrollo.

Entre los componentes gque se relacionan con la capacidad de absorcién
de agua en frijol comun, Reyes et al. (1993) mencionan como ejemplos:
cambios en macrocomponentes como el contenido de proteinas, carbohidratos
como el almidon y algunos componentes de la fibra (celulosa, hemicelulosa,
pectina y lignina) y lipidos, asi como cambios en los microcomponentes como

los compuestos fendlicos y acido fitico.

Por otro lado, Hsu et al. (1983) estudiaron los factores morfolégicos que
afectan la absorcion de agua, encontrando que tienen estrecha relacion con
este fendmeno, es decir, los resultados fueron diferentes segun la variedad de
frijol ya que lo relacionaron con el tamafio y densidad de las semillas,
encontrando que las variedades con los valores més altos de estas variables
presentaron también la mayor capacidad de absorcion de agua. Por otro lado,
Stanley et al. (1990), relacionan el tamafio de grano adicionalmente con un
mayor tamafo del hilio. Estos reportes nos permiten relacionar el incremento
en tamafio de grano y la capacidad de absorcion de agua en las tres

variedades cultivadas bajo la sequia constante.

Estrategia de trabajo 2: Evaluar el efecto de la sequia sobre el contenido
de proteinas, lipidos, carbohidratos, fibra, almidén, hierro y zinc de frijol

cocido cultivado en diferentes condiciones de humedad.

7.6 Analisis proximal

En el Cuadro 3 se muestra la composicion proximal de las tres
variedades de frijol cocido cultivadas bajo diferentes condiciones de humedad.
De manera general, se observa un mayor contenido de proteinas en las tres
variedades sometidas a una sequia constante. El porcentaje de incremento
respecto a lo que se observo en Pinto Durango cultivada bajo riego fue de 8.6
% para Pinto Saltillo, seguido por Pinto Raramuri con un aumento de 5.3 %. El
incremento en el contenido de proteinas de estas variedades esta dentro del
intervalo reportado por Gonzalez et al. (2003), quienes obtuvieron un aumento

de 1.5 - 10.2 % en el contenido de proteinas de 6 genotipos diferentes de frijol

45



comun y tépari (Phaseolus acutifolius) cultivado bajo estrés hidrico causado por

sequia.

Pinto Durango tuvo un incremento ligeramente superior al reportado en
proteina, con 11.9 %. No obstante, cuando la sequia afecta a Pinto Durango
durante la fase reproductiva (sequia severa), disminuye el contenido de

proteinas en mayor proporcioén que el resto de las variedades (Anexo 11).

Se ha reportado que existe una relacion entre el contenido de lipidos y
la adaptacion de la planta al estrés ambiental. En este sentido, el contenido de
lipidos fue mayor en frijol cultivado bajo condiciones de sequia constante para
todas las variedades, con incrementos de 2.5 %, 3.1 % y 1.6 % para Pinto
Durango, Rardmuri y Saltillo, respectivamente; sin embargo, no se observo
diferencia significativa entre el control y Pinto Saltillo en riego (Cuadro 3).
Respecto al efecto del riego y la sequia severa en el contenido de lipidos, en el
Anexo 12 se observa que Pinto Raramuri tiene mayor capacidad de sintesis
bajo el estrés hidrico causado por sequia severa a diferencia del resto de las

variedades, cuya concentracion de lipidos fue mayor bajo el efecto del riego.

En algunos estudios realizados en frijol tipo Caupi (Cowpea) se reportd
que existe un mayor contenido de lipidos en el grano cuando la planta se
estresa por un déficit de humedad en el suelo. Esto es por un incremento en la
sintesis de galactosilglicerolipidos los cuales son los principales componentes
de la membrana de los cloroplastos vy tilacoides, estos lipidos son importantes
en la tolerancia a la falta de agua (Torres Franklin et al., 2007; Yordanov et al.,
2003). Estos son: monogalactosil-diacilglicerol (MGDG), formados en la
membrana interna y externa de los cloroplastos; y digalactosil-diacilglicerol

(DGDG), sintetizados solo en la externa (Dormann et al., 2002).

En cuanto al contenido de carbohidratos, Pinto Durango y Pinto
Raramuri que fueron cultivadas bajo sequia constante tuvieron menor sintesis
de carbohidratos respecto a Pinto Durango cultivado bajo riego (Cuadro 3).
Para las variedades Pinto Durango y Raramuri no se observé diferencia
significativa entre los tratamientos de riego y sequia severa. Sin embargo, la
sequia severa una mayor concentracion de carbohidratos en la fase de

desarrollo (Anexo 13).
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Para explicar lo anterior, Zlatev et al. (2004) mencionan que al existir
una baja disponibilidad de agua en el suelo, las plantas limitan la transpiracion
cerrando los estomas y reduciendo la captura de CO;, provocando pérdidas en
el abasto de moléculas organicas principalmente carbohidratos como la

glucosa.

Por otro lado, no se observo diferencia significativa en el contenido de
cenizas entre las tres variedades cultivadas bajo las diferentes condiciones de

humedad del suelo (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Analisis proximal de frijol cultivado bajo diferentes condiciones de humedad.

Tratamiento Variedad Proteinas (%) Lipidos (%) Cenizas (%) Carbohidratos (%)
Riego 18.5+0.1 1.6 0.4 4205 75.6 + 0.4
Pinto Durango Sequia severa 19.1+0.17 1.5+0.3 42+0.1 75.3+0.8
Sequia constante 20.7+0.17 3.7+04" 39+0.6 71.7+0.6"
Riego 18.7+0.2 1.2+0.2 4.09 £ 0.4 75.9+0.3
Pinto Raramuri Sequia severa 19.6 +0.17 1.3+0.1 3.6+0.1 75.3+0.4
Sequia constante 19.7+0.17 3.1+0.3" 3.6+0.6 73.4+0.6
Riego 18.6 + 0.1 1.1+0.4 41+0.2 76.0+0.4
Pinto Saltillo Sequia severa 19.3+0.17 0.7 £0.1* 35+0.1 76.2 0.6
Sequia constante 20.2+0.17 1.6 +0.4 37+04 743+0.1

Los datos se expresan como la media = DE. *** p <0.001, * p<0.01 y * p < 0.05 vs el control (Pinto Durango, riego) indica diferencia

significativa (p < 0.05) con la prueba de Dunnett.



7.7 Contenido de hierro y zinc

Los nutrientes minerales juegan un rol importante en las funciones
bioquimicas Yy fisiologicas de los sistemas biologicos. El frijol comun es fuente
importante de hierro y zinc, sin embargo, el contenido de estos minerales
puede verse afectado por las condiciones del cultivo (Beebe et al., 2000; Singh
et al., 2012).

En el Cuadro 4, se observa que todas las variedades mostraron mayor
concentracion de hierro cuando el cultivo se sometié a sequia severa en la
etapa reproductiva; mientras que el contenido de Zinc fue mayor en el grano

cosechado en el tratamiento de sequia constante.

Cuadro 4. Contenido de hierro y zinc en frijol cultivado bajo diferentes
condiciones de humedad.

. . Contenido de Contenido de
Variedad Tratamiento : :
hierro (ppm) zinc (ppm)
Riego 45.30 £ 3.7 20.87+1.8
Pinto Durango Sequia Severa 80.60 +4.7" 28.80+3.97
Sequia Constante ~ 70.93+ 1.1 29.17 + 2.3%*x
Riego 46.13+1.0 214720
Pinto Raramuri  Sequia Severa 74.27 +3.87 22.27+2.1
Sequia Constante 60.60 + 1.6~ 25.53+1.2
Riego 48.60 + 3.7 20.50+ 0.6
Pinto Saltillo Sequia Severa 67.07 +2.47 22.43+2.4
Sequia Constante 58.47 +1.8" 2470 +1.8"

Los datos se expresan como la media + DE. *** p < 0.001, * p<0.01y*p<0.05vs el
control (Pinto Durango, riego) indica diferencia significativa (p < 0.05) con la prueba de
Dunnett.

Sardans et al. (2013) en un estudio de seis aflos observaron en un
ambiente mediterraneo con dos especies arbustivas un incremento de P en
hojas de plantas sometidas a estrés. Indicaron que el incremento estuvo

relacionado con la redistribucion de ese elemento entre los distintos érganos de
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la planta acumulandose preferencialmente en las hojas. En el caso de esta
investigacién, la acumulacién de hierro en el grano de las plantas sometidas a
sequia severa probablemente se debid a una distribucion del mineral hacia los
granos en desarrollo. Se obtuvo un incremento de 78 % para Pinto Durango, 64
% para Pinto Raramuri y 49 % para Pinto Saltillo cultivados bajo sequia severa.
En el Anexo 14 se puede observar que Pinto Saltillo es la variedad con mayor
capacidad para absorber el hierro en condiciones de riego, no obstante, a
medida que disminuye la humedad del suelo, ésta presenta el menor contenido

de este mineral en comparacién con Pinto Durango y Rardmuri.

En el caso del contenido de zinc, el porcentaje de incremento fue de 39
% para la variedad Pinto Durango, 22 % para Raramuri y 18 % para Saltillo,
cultivadas bajo sequia constante. Para esta variable, se observa mayor
variabilidad entre las diferentes condiciones de humedad para la variedad Pinto
Durango (Anexol5). Disante et al. (2011) demostraron que la acumulacion de
minerales, como el zinc puede conferir a la planta cierta capacidad de
adaptaciéon ante un ambiente de estrés hidrico, ya que el zinc induce
estrategias de conservacion del agua en las plantas. Estos investigadores
proponen una reduccion neta de la fotosintesis y el cierre de estomas, ya que
el zinc controla el movimiento estomal alterando la proporcion entre el K™y
otros iones inhibiendo los canales de agua y reduciendo la entrada de K, lo
gue favorece el cierre de estomas y, por tanto, un decremento importante en el

uso de agua.

7.8 Contenido de fibray almidon

En el Cuadro 6 se presenta el contenido de fibra dietaria total (soluble e
insoluble) y el contenido de almidén resistente. El contenido de fibra total
respecto al control es significativamente diferente en la variedad Pinto Saltillo
cosechado bajo los tres tratamientos y Pinto Raramuri en riego, sin embargo, la
tendencia en la respuesta a los diferentes tratamientos es similar en las tres
variedades, siendo Pinto Saltillo la que presenta mayor concentracion de fibra

total seguido de Pinto Durango; desde el punto de vista de los tratamientos, la
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sequia constante permitié la mayor concentracién de este componente en las

tres variedades (Anexo 16).

Por otro lado, la fibra insoluble incrementd bajo condiciones de sequia
constante para todas las variedades; para Pinto Raramuri, el incremento no fue
estadisticamente significativo; contrariamente, la sequia severa produjo una
disminucién de esta fibra en las tres variedades. La fibra soluble presentd una
tendencia a disminuir en condicién de sequia constante y a incrementar en

sequia severa (Cuadro 6).

En los Anexos 17 y 18 se puede observar que Pinto Durango tiene
menor contenido de fibra insoluble bajo la condicién de sequia severa, por el
contrario, el contenido de fibra soluble es ligeramente superior al resto de las

variedades.

La fibra dietaria total es uno de los principales componentes del frijol y se
han reportado concentraciones de fibra para diferentes variedades de 14 a 27
%, para frijol cocido la fraccion de fibra insoluble oscila entre 10-13 % y de fibra
soluble de 3—-7 % (Kutos et al., 2003; Paredes et al., 2006).

Uno de los componentes principales de la faccién de carbohidratos en el
frijol corresponde al almiddn resistente. En las muestras analizadas se encontré
que todas las variedades sometidas a sequia constante incrementan con
respecto al control, con 14.2 % para Pinto Durango, 18.4 % para Pinto
Raramuriy 31.6 % para Pinto Saltillo.

Respecto a la sequia severa, esta condicion disminuyo6 los niveles de
almiddn resistente siendo mas afectada la variedad Pinto Rardmuri; la variedad
Pinto Durango obtenidas bajo riego tiene la menor concentracion de almidon
resistente comparando con el resto de las variedades; sin embargo, cuando se
cultivé bajo sequia severa obtuvo la mayor concentracién de este componente
(Anexo 19).
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Cuadro 6. Contenido de fibra total, soluble e insoluble y almiddn resistente en frijol cultivado bajo diferentes condiciones de

humedad.
Tratamiento Variedad Fibra total _ Fibra Fibra soluble Almidén

(%) insoluble (%) (%) resistente (%)

Riego 23.40 £ 0.2 14.75+0.8 8.65 + 0.9 14.47 0.2

Pinto Durango  Sequia severa 23.92+ 0.4 9.97+ 0.7  1395+09°  10.63+0.2"
Sequia constante 25.42 +0.1 20.92+0.47 4.50+0.2" 16.53+0.9"

Riego 20.22+0.9° 12.62 +0.2 7.60+0.7 11.36 £+ 0.2

Pinto Raramuri  Sequia severa 21.87+0.7 10.92 + 0.9 10.95 + 0.9 8.10+0.1"
Sequia constante 23.77+0.2 15.97 + 0.1 7.80+0.1 17.13+0.4"

Riego 26.14+0.9 15.24 +0.9 10.90 £ 0.2 15.12+ 0.1

Pinto Saltillo Sequia severa 26.04+0.1" 12.24+0.2° 13.80+0.2" 9.62+0.2"
Sequia constante ~ 27.87 0.9 17.72 + 0.3 10.15+ 0.6 19.05+ 0.5

Los datos se expresan como la media + EE. *** p < 0.001, ** p < 0.01 y * p < 0.05 vs el control (Pinto Durango, riego) indica diferencia

significativa (p < 0.05) con la prueba de Dunnett.
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Estrategia de trabajo 3: Determinar la digestibilidad de las proteinas de

frijol en las muestras de frijol cocido.

7.7 Digestibilidad proteica in vitro

Yokota et al. (2002) sugirieron que la medicion de la digestibilidad in vitro
en cultivos de interés, es importante debido a que el contenido de aminoacidos
y de proteinas pudiera cambiar bajo condiciones de sequia y ésto a su vez
podra afectar la digestibilidad de proteinas.

En este estudio no hubo un efecto significativo en la digestibilidad
proteica in vitro (76.8-79.7 %) relacionada con la modificacién en el régimen de
humedad del suelo (Cuadro 5). Los resultados obtenidos concuerdan con lo
obtenido por Gonzalez et al. (2003) quienes reportan valores de digestibilidad
de 71.1-76.7 %. Estos resultados sugieren que la proteina de frijol comun
producida bajo condiciones de estrés causado por sequia tiene una calidad

proteica similar a la proteina presente en el grano cultivado bajo riego.

Cuadro 5. Digestibilidad proteica de frijol cultivado bajo diferentes
condiciones de humedad

Digestibilidad proteica

Variedad Tratamiento in vitro (%)
Riego 76.85+0.2

Pinto Durango Sequia Severa 78.18 £ 0.4
Sequia Constante 77.25+0.3

Riego 77.78 £0.7

Pinto Raramuri Sequia Severa 79.72+0.1
Sequia Constante 77.64+0.9

Riego 78.33+£0.2

Pinto Saltillo Sequia Severa 79.43+0.1
Sequia Constante 78.03+0.9

Los datos se expresan como la media + EE.
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Este resultado es favorable, ya que sin importar las condiciones en las
que se cultive la planta de frijol, la semilla destinada a grano para consumo
podra tener la misma calidad. Es decir, en afios de precipitacion erratica (en el
caso de productores de temporal), el frijol comun se podra seguir considerando
un alimento con elevado contenido de proteinas de calidad para consumo

humano.

Estrategia de trabajo 4: Cuantificar oligosacaridos, fenoles, taninos,

antocianinas y acidos fenolicos en las muestras de frijol cocido.

7.8.1 Contenido de oligosacaridos

Pocos son los estudios que existen acerca del efecto de la sequia sobre
el contenido de carbohidratos solubles, como los oligosacaridos, en las
leguminosas, especialmente el frijol comin que se considera como un alimento

con importante contenido de estos compuestos.

En este estudio se observa que la sequia moderada incrementd el
contenido de oligosacaridos en todas las variedades. Comparando los
resultados obtenidos con el control, la variedad Pinto Saltillo tuvo el mayor
incremento de rafinosa con un 25 %, seguido de Pinto Durango con 15.3 % y
finalmente Pinto Rardmuri con 7.87 %. Para el caso de la estaquiosa se
observé un incremento de 71 % para Pinto Durango, 42.3 % para Pinto Saltillo
y 27 % para Pinto Rardmuri, todas cultivadas bajo sequia constante. En el
contenido de verbascosa se tuvo el menor porcentaje de incremento con 8.3 %

para Pinto Durango y Saltillo bajo sequia constante (Cuadro 7).

En el Cuadro 7 se observa que los resultados obtenidos en este estudio
sustentan lo reportado por Bernardo et al. (2012), quienes encontraron que al
someter a la planta de frijol a un estrés hidrico terminal, la planta tiene la
capacidad de sintetizar mayor cantidad de oligosacaridos que las plantas
control bajo irrigacion. El porcentaje de incremento que reportan los autores

para frijol cocido de diferentes variedades fue de 17.8 a 132.7 %.

Doubnerova et al. (2011) hacen mencion de que en diferentes especies
de plantas existe la acumulacion de compuestos como sacaridos entre los que

se puede mencionar la sucrosa, trehalosa y oligosacaridos como respuesta a
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una condicion de estrés y, de este modo, afectar el balance de agua, ayudando
a la planta a evitar y/o tolerar el estrés ya sea por sequia, salinidad 6

enfriamiento.
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Cuadro 7. Contenido de oligosacaridos en frijol cultivado bajo diferentes condiciones de humedad.

Variedad Tratamiento Oligosacaridos (ug/g)

Rafinosa Estaquiosa Verbascosa

Riego 470+0.1 0.52+0.1 3.60+0.1
Pinto Durango Sequia severa 476+0.1 0.23+0.0" 2.22+0.17
Sequia constante 5.42 +0.1* 0.89+0.1" 3.90+0.07
Riego 474 +0.1 0.54+0.0 3.90+0.17
Pinto Raramuri Sequia severa 4.04+0.2 0.16 £+ 0.0 255+0.1"
Sequia constante 5.07 + 0.4 0.66 +0.1" 3.88+0.1"
Riego 3.85+0.2° 0.21+0.17 1.89+0.17
Pinto Saltillo Sequia severa 4.55+0.1 0.35+0.17 2.72+0.17
Sequia constante 5.88+0.1" 0.74+0.2" 390+0.17

Los datos se expresan como la media = EE. *** p < 0.001, ** p < 0.01 y * p < 0.05 vs el control (Pinto Durango, riego) indica diferencia
significativa (p < 0.05) con la prueba de Dunnett.



7.9 Contenido de compuestos fendlicos

El andlisis de las muestras de frijol Pinto Durango, Raramuri y Saltillo,
obtenidas bajo el sistema de riego, sequia severa y sequia constante, indican
que Pinto Durango en riego presentdé mayor concentracion de fenoles totales
(2.4 veces), taninos condensados (4.2 veces), flavonoides (2.6 veces) y
antocianinas (1.8 veces), comparando con otras variedades en estudio,
(Cuadro 8).

En el Anexo 23 se muestra una interaccion para fenoles totales entre
Pinto Raramuri y Saltillo siendo este ultimo el que contiene mayor
concentracion de fenoles totales en riego, sin embargo, al cultivarlos bajo
sequia severa Pinto Raramuri presenté mayor contenido de estos compuestos;
estas variedades tienen el mismo efecto de interaccion para taninos

condensados y flavonoides (Anexos 24 y 25).

Cuando las plantas de frijol fueron sometidos a sequia severa se
observé un aumento de fenoles totales de 6.89 % en Pinto Durango y 58.3 %
en Pinto Saltilo comparando con sus respectivas variedades cultivadas bajo
riego. En sequia constante se incremento la concentracion hasta en un 37.9 %
para Pinto Durango y 83.3 % para Pinto Saltillo. Comparando los valores
obtenidos con el control existe diferencia con todas las muestras excepto Pinto
Durango cultivado bajo sequia severa. Estos datos son similares a los
reportados por otros autores, quienes encontraron 29.9 % mas fenoles totales
en la variedad Pinto Durango (cocido y liofilizado) cultivado bajo estrés hidrico
terminal (Bernardo et al. 2012).

Para la concentracion de taninos, la sequia constante mejoré los
niveles de estos compuestos respecto a la condicibn de riego, para los
flavonoides se observd un efecto menor, contrariamente, las concentraciones
de antocianinas se incrementaron de manera importante en sequia severa,
Pinto Raramuri y Saltillo (89 % y 36 %) y en sequia constante Pinto Durango
fue mayor en un 44.5 %. Por lo tanto, los compuestos fendlicos incrementaron
como respuesta a las condiciones de estrés causadas por un déficit de

humedad en el suelo.
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Bajo todas las condiciones de humedad, Pinto Durango es superior en la
sintesis de fenoles totales, taninos condensados, flavonoides totales y
antocianinas totales comparando esta variedad con Pinto Raramuri y Pinto
Saltillo.

La adaptacion de las plantas al estés biotico y abidtico esta relacionada
con una mayor sintesis de metabolitos secundarios como los polifenoles
deivados de las vias metabolicas del Shikimato y fenilpropanoide (Randhir et
al., 2004). En el estrés por sequia se considera la duracién y frecuencia del
déficit de humedad, lo que permite un incremento de la sintesis de fenilalanina
gue es un precursor de los compuestos fendlicos (Dixon et al., 1995; Horner,
1990).
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Cuadro 8. Concentracion de compuestos fendlicos de frijol cultivado en diferentes condiciones de humedad.

Tratamiento Variedad Fenoles totales Taninos Flavonoides Antocianinas

mg. eg. de (+) mg. eg. de (+) mg. eq. de cianidin-

mg. eq.deac. . equina/gde  catequinal g de 3-glucosido/ kg

galico/ g de mtra.

mtra. mtra. mtra.

Riego 2.9+0.05 47+0.1 1.6+0.1 11.0+ 0.7
Pinto Durango Sequia severa 3.1+0.08 58+0.1 1.7 £0.08 15.0 +0.37
Sequia constante 4.0 + 0.03*** 6.1+0.1" 1.9 £0.03 15.9+0.37

Riego 1.7+0.1" 1.1+0.37 0.6 +0.03" 73+09"

Pinto Raramuri Sequia severa 1.98+0.17 09+017 0.9 +0.06 13.8+0.5"
Sequia constante 1.91+0.3" 24+03" 0.7 +0.08 13.1+0.6°

Riego 1.2 + 0.02** 1.1 +0.03™ 0.7 +0.07 6.1+0.4"

Pinto Saltillo Sequia severa 1.9 +0.08™ 1.3+0.17 0.6 +0.08 83+0.5"
Sequia constante 22+01" 1.4+0.02 0.8+0.1 76+06

Los datos se expresan como la media + EE. *** p < 0.001, ** p < 0.01 y * p < 0.05 vs el control (Pinto Durango, riego) indica diferencia
significativa (p < 0.05) con la prueba de Dunnett.
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7.10 Compuestos y acido fendlicos detectados por HPLC

Los &cidos fenolicos se encuentran ampliamente distribuidos en las
plantas, protegiendo de la oxidacion y ataque de plagas y patégenos. En los
granos y cereales los &cidos hidroxicindmicos son los mas comunes y estan
conformados por acido cumarico, caféico, ferudlico y sinapico (Manach et al.,
2003).

En este estudio se observa que bajo condiciones de sequia (severa y
constante), todos los &cidos fendlicos identificados en las muestras de frijol
aumentaron su concentracion (Cuadros 9, 10 y 11). Sin embargo, algunos
compuestos como el fueron sintetizados en mayor proporcién durante la sequia
constante. Por otra parte, el acido galico, caféico y la catequina se encontraron

en mayor concentracion durante la sequia severa.

En el Cuadro 9 se observa que el acido gélico tuvo un incremento
importante con 65 % para Pinto Saltillo, 132 % para Pinto Raramuri y 74 %
para Pinto Saltillo cultivados bajo sequia constante comparando con el control

(Pinto Durango, riego).

Se encontr6 que otros compuestos como el epigalocatequin galato,
epicatequina y el acido siringico no tuvieron la misma tendencia en la respuesta
a la sequia; el epigalocatequin galato se sintetiz6 en mayor cantidad durante la
sequia constante so6lo en Pinto Durango y Saltillo, este compuesto no fue
identificado para los materiales cultivados bajo sequia severa. En el caso de la
epicatequina se observé un incremento para Pinto Durango y Raramuri durante
la sequia en la fase reproductiva, mientras que para Saltillo el incremento fue
durante una sequia moderada. En el contenido de acido siringico, solo Pinto
Raramuri y Pinto Saltillo tuvieron un aumento cuando el cultivo se hizo bajo la
influencia de la sequia constante, sin embargo, no se encontr6 diferencia
significativa en el contenido de este compuesto entre las variedades cultivadas
bajo las diferentes condiciones de humedad y el control (Cuadro 10). Por otro
lado, en el contenido de acido ferulico no hubo diferencia significativa entre las
variedades obtenidas bajo las diferentes condiciones de humedad y el control
(Cuadro 11).
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En este estudio se identificaron compuestos que ya se han reportado
para otras leguminosas como la soya, entre los que se puede mencionar el
acido galico, protocatecoico, hidroxibenzdico, salicilico, caféico, hidroxibenzdico
y ferulico (Porter et al., 1986). Por otro lado, Weidner et al. (2009) reportaron
incrementos en la concentracion de algunos acidos fendlicos en uva cultivada
bajo una condicion de estrés causada por déficit de humedad, entre los cuales

se hace referencia al acido cumarico, feralico y caféico.

Se ha mencionado que cuando las plantas sufren de algunas
condiciones de estrés causado por factores bidticos y abibticos, se incrementa
la sintesis de compuesto derivados del acido hidroxicinamico (p-
hidroxibenzdico, vanilico y galico) y los derivados del &cido cinamico (ferulico,
p-cumarico y caféico). También se incrementa el contenido de &cido salicilico
gue se genera a partir del cinamato que es producto de la accion de la enzima

PAL (fenilalinin amonio- liasa) sobre la fenilalanina (Dixon, et al., 1995).
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Cuadro 9. Concentracion de acido fendlicos detectados a A= 260 nm en frijol cultivado en diferentes condiciones de humedad.

Variedad Tratamiento Compuesto (ug/g) A= 260
Gélico Protocatecoico Hidroxibenzodico

Riego 4.93 +0.03 3.19+ 0.2 1.82+0.1
Pinto Durango Sequia severa 13.07 +0.05" 5.68+0.17 3.91+0.05"
Sequia constante 560+0.1" 6.87+0.2" 3.98+0.07"

Riego 427+0.8 1.77+017 1.71+0.1

Pinto Raramuri Sequia severa 11.45 +0.03™ 3.56 + 0.03 3.63+0.1"
Sequia constante 752+0.3" 4.07 +0.004™ 4.00 + 0.1**

Riego 6.56 +0.2" 2.17+0.06" 2.10+0.9

Pinto Saltillo Sequia severa 8.60+0.5" 3.35+0.07 2.52 +0.09
Sequia constante 6.26 +0.3" 4.67+0.05" 3.60 +0.04"

A= Longitud de onda. Los datos se expresan como la media + EE. *** p <0.001, ** p< 0.01 y * p < 0.05 vs el control (Pinto Durango, riego)
indica diferencia significativa (p < 0.05) con la prueba de Dunnett.



Cuadro 10. Concentracion de compuestos fendlicos detectados a A= 280 nm en frijol cultivado en diferentes condiciones de

humedad.
Variedad Tratamiento Compuesto (ug/g) A= 280
Catequina EGCG Epicatequina Siringico
Riego 0.46 + 0.007 0.24 + 0.04 0.29 + 0.006 1.17 £0.01
Pinto Durango Sequia severa 1.37+0.17 ND 1.50 + 0.03™ 1.97 + 0.06
Sequia constante 0.69 + 0.002 0.43 +0.07 1.34+0.17 0.61+0.01
Riego 0.52+0.2 0.62 +0.01" 0.52 + 0.02 0.59 + 0.06
Pinto Raramuri Sequia severa 1.10 + 0.07" ND 1.15+0.017 0.83+0.02
Sequia constante 1.44 +0.1" 0.43+0.07 1.04 +0.03™ 0.94 +0.03
Riego 1.22+0.017 0.62 + 0.03” 0.53 + 0.03 0.73 £ 0.05
Pinto Saltillo Sequia severa 1.2 +0.07" ND 0.40 + 0.06 1.30 + 0.1
Sequia constante ~ 2.06 + 0.002™ 0.74+0.03" 2.28+0.1" 1.45+0.9

A= Longitud de onda, EGCG = Epigalocatequin galato. Los datos se expresan como la media + EE. *** p < 0.001, * p<0.01y *p <0.05 vs el
control (Pinto Durango, riego) indica diferencia significativa (p < 0.05) con la prueba de Dunnett.



Cuadro 11. Concentracion de acido fendlicos detectados a A= 320 nm en frijol cultivado en diferentes condiciones de humedad.

Variedad Tratamiento Compuesto (ug/g) A= 320
Clorogénico Caféico Ferulico Salicilico
Riego 2.33+0.3 0.47 £ 0.9 1.67 +0.05 2.39 £ 0.08
Pinto Durango Sequia severa 3.32+0.017  4.91+0.037 1.32+0.9 3.63+0.04"
Sequia constante 3.98+0.02" 0.60 + 0.009 2.60 +0.01 393+0.17
Riego 3.86+0.1" 1.30+0.4" 1.30 + 0.08 0.77 +0.03™
Pinto Raramuri Sequia severa 3.74+0.05° 5.73+0.007" 0.52+0.1 1.04 +0.05"

Sequia constante 6.76 + 0.03™" 4.47+017 2.60 + 0.07 1.18 + 0.03"

Riego 452+0.08"  359+0.05" 2.15 +0.03 0.88+0.2"
Pinto Saltillo Sequia severa 3.35+0.009°  5.00+0.2" 1.55 + 0.01 1.34+0.017
Sequia constante 541+0.2" 459+0.1" 2.64 +0.06 1.80 + 0.05"

A= Longitud de onda. Los datos se expresan como la media £ EE. ** p <0.001, * p<0.01y * p < 0.05 vs el control (Pinto Durango, riego)
indica diferencia significativa (p < 0.05) con la prueba de Dunnett.



7.11 Capacidad antioxidante

Variaciones en la concentracion de fitoquimicos causado por sequia
permite cambios en el metabolismo oxidativo de las plantas, esto promueve la
sintesis de antioxidantes que protegen a las células contra el dafio y ayudan a
controlar las reacciones oxidativas causadas por las especies reactivas de
oxigeno (EROs) (Kirakosyan et al, 2003).

Los fitoquimicos presentes en las plantas tienen un efecto sinérgico
responsable de su actividad antioxidante lo que permite remover radicales
libres perjudiciales (Fischer et al. 2013). Por otro lado, se han reportado varios
meétodos para la medicion de la capacidad antioxidante, independientemente
del compuesto que contribuye en la capacidad de remover los radicales libres
en las plantas, sin embargo, se ha propuesto que es preferible la evaluacién de
esta variable con mas de un método para determinar el potencial antioxidante
de una muestra y comprender ain mas la prediccién de su eficacia (Apak et al.,
2004; Aruoma, 2003).

Los resultados de los métodos para medir la capacidad antioxidante se
reportan como el indice de concentracién para inhibir al 50 % el radical (ICsp).
Con el método de la capacidad inhibitoria del radical 6xido nitrico, se observo
una disminucién de la concentracién inhibitoria media para todos los
tratamientos de sequia comparado con el control (Pinto Durango, riego), siendo

mas importante el efecto para la sequia constante (Cuadro 12).

Pinto Raramuri fue la variedad con menor capacidad antioxidante bajo
todos los tratamientos. En el Anexo 27 se observa que existe interaccion en la
respuesta de las variedades sobre las diferentes condiciones de humedad,
Pinto Saltillo es superior en la capacidad de inhibir el radical bajo riego mientras
que Pinto Durango tiene mayor capacidad antioxidante bajo la sequia

constante.

65



Cuadro 12. Capacidad inhibitoria del frijol cultivado bajo diferentes condiciones
de humedad para inhibir el radical 6xido nitrico.

Muestra ICs0 (Mg/mL)

(+) Catequina 0.006

Tratamiento

Riego Sequia severa Sequia constante
Pinto Durango 19.5+0.5 7.7+05" 57+06
Pinto Raramuri 21.7+0.3" 14.4+0.09™ 8.6+0.4"
Pinto Saltillo 16.2+0.2" 94+05 74+037

Los datos se expresan como la media + EE. ** p <0.001, * p<0.01y*p <0.05vs el
control (Pinto Durango, riego) indica diferencia significativa (p < 0.05) con la prueba de
Dunnett.

Con el método de la capacidad para inhibir la oxidacion de la LDL
(Cuadro 13), el ICso presenté un comportamiento similar al de inhibicion de
oxido nitrico, todas las muestras tuvieron un ICsp menor que el control,
presentado la mayor capacidad antioxidante todas las variedades cultivadas
bajo sequia constante. No obstante, el efecto de la interaccién es diferente que
en la inhibicibn de 6&xido nitrico, Pinto Durango tiene menor capacidad
antioxidante en riego y sequia severa que Raramuri, este comportamiento no

se repite en la sequia severa (Anexo 28).

Cuadro 13. Capacidad de frijol cultivado bajo diferentes condiciones de
humedad para inhibir la oxidacién de la LDL

Muestra ICs0 (Mg/mL)

(+) Catequina 0.002

Tratamiento

Riego Sequia severa Sequia constante
Pinto Durango 7.3+0.7 52+0.3" 24+06"
Pinto Raramuri 42+01" 3.1+0.3" 28+0.4"
Pinto Saltillo 5.0+0.1" 35+01" 1.4+0.6™

Los datos se expresan como la media + EE. **p <0.001, * p<0.01ly*p<0.05vs el
control (Pinto Durango, riego) indica diferencia significativa (p < 0.05) con la prueba de
Dunnett.
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Las variaciones encontradas entre el método de la inhibicion del radical
oxido nitrico y la inhibicion de la oxidacion de la LDL probadas en extractos de
frijol comun pudieran atribuirse a la diversidad de los compuestos antioxidantes
y por lo tanto a su capacidad de interaccion con los radicales libres u otras
EROs.

Yordanov et al. (2000) mencionan que el incremento en el contenido
total de antioxidantes bajo sequia es variable, dependiendo de la actividad en
la sintesis y distribucién de diferentes compuestos en la planta, y también de

otros factores, por ejemplo, la duracién e intensidad del estrés.
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VIIl. CONCLUSIONES

Una condicion de sequia moderada en la fase vegetativa y reproductiva de la
planta mejora el rendimiento por superficie sembrada y el tamafo de grano de

frijol comun.

La concentracion de proteina incrementa bajo condiciones de sequia y la
digestibilidad proteica in vitro se mantiene, lo que sugiere que la proteina de
frijol producida bajo estrés hidrico tiene una calidad similar a la proteina

presente en el grano cultivado bajo riego.

Las condiciones humedad en las que se cultive el frijol tienen una importante
influencia sobre la absorcion de hierro y zinc, esta se mejora por el efecto de la

sequia constante, incrementando el contenido de estos minerales en el grano.

Compuestos con propiedades funcionales como la fibra dietaria total, almidon
resistente y oligosacaridos aumentaron con la sequia constante, esto permite
obtener un alimento con mayor calidad, y por lo tanto, con un mejor potencial

benéfico para la salud humana.

El estrés hidrico por sequia, induce cambios en el metabolismo de las plantas,
ya que se observd mayor concentracion de fenoles totales, taninos
condensados, flavonoides y antocianinas en los granos de frijol de las

variedades Pinto Durango, Raramuri y Saltillo.

El estrés hidrico causado por sequia, mejor6é la capacidad antioxidante de
todas las variedades de frijol estudiadas, por lo tanto, algunos compuestos
fenolicos especificos y/o otros fitoquimicos se incrementan durante dicho

tratamiento, los cuales potencian la calidad nutracéutica del frijol.

El frijol comun sembrado bajo condiciones de sequia constante presenta mejor

calidad nutrimental y nutracéutica, en especial la variedad Pinto Saltillo.
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XI. Anexos

1. Curva de calibracion para la determinacion de fenoles totales mg eq. de
acido galico/mL

0.900

0.800

0.700

0.600

0.500

0.400

Absorbancia

0.300

0.200

0.100

0.000

_~

))/

P

e

s

y =26.176x + 0.0177

R?=0.9977

/

/

/

0.005

«

0.01

0.015 0.02 0.025 0.03 0.035

Concentracion (mg/mL)

2. Curva de calibracién para la determinacién de taninos condensados mg
eg. de (+) catequina/mL

0.25

0.2

Absorbancia
o
[y
wu

o
[EEN

0.05

A

y =0.278x - 0.0025

R?=0.9978

0.1 0.2

0.3

0.4 0.5
Concetracion (mg/mL)

69



3. Curva de calibracion para la determinacion de flavonoides mg eq. de (+)
catequina/mL
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4. Curva de estandar logaritmica de (+) catequina para comparar ICsg €n la
capacidad antioxidante (6xido nitrico)
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5. Curva de estandar logaritmica de (+) catequina para comparar ICsp en la

capacidad antioxidante (6xido nitrico)
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7. Perfil de interaccion para no. de vainas por planta

~

VAINA

VAINA

8. Perfil de interaccidn para rendimiento

rendimient

rendimient

8

550
500
450
400
350
300
250
200
150

550
500
450
400
350
300
250
200
150

p

Variedad
I
D PR PS

variedad

—

PD

PR

PS

R
SC

SS

SS

Tratamiento

tratamiento

SS

PS
PR

PD

PS
PR

PD

pepatiep

ojusiwelel|

pepaliea

Ojusiwelely

72



9. Perfil de interaccion para tamafio de grano
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11. Perfil de interaccidon para contenido de proteinas
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Carbohidrato
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19.
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21. Perfil de interaccion para contenido de estaquiosa
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25.

Flavonoide
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27. Perfil de interaccion para 6xido nitrico
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