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Caminante son tus huellas el camino y nada mas,
Caminante no hay camino se hace camino al andar,

Al andar se hace camino y al volver la vista atras se ve senda
gue nunca se ha de volver a pisar,

Caminante no hay camino sino estelas en la mar

Joan Manuel Serrat

Hay hombres que luchan un dia y son buenos,

Hay otros que luchan un afio y son mejores,

Hay quienes luchan muchos afios y son muy buenos,
Pero hay quienes luchan toda la vida esos son los

imprescindibles.

Beltror Brich
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RESUMEN

El frijol es una leguminosa altamente consumida por la poblacion, principalmente en el area rural

de México, y es una fuente de proteinas, minerales y vitaminas.

Un problema importante en almacenamiento de granos es la infestacion de insectos. EI principal
insecto que causa pérdidas al frijol almacenado en México es el gorgojo pinto Zabrotes
subfasciatus (Boheman). La cubierta externa de las semillas es importante en la proteccion de
estas contra el ataque del braquido y su dureza esta relacionada a la solubilizacion de los
polisacaridos de la pared celular y por lo tanto a su estructura y composicion quimica. Es por eso
que el objetivo de este trabajo fue, evaluar si existe relacion entre la interaccion quimica de la
pared celular de la testa de diferentes variedades de frijol y la resistencia al ataque del gorgojo del
frijol Zabrotes subfasciatus. Para conseguir este objetivo, se utilizaron cuatro variedades de frijol
comercial; dos de ellas tolerantes Flor de Mayo y Mayocoba y dos susceptibles Negro Jamapa y
Bayo, al ataque de Zabrotes subfasciatus. Se realizé la extraccion de la pared celular de la testa
de estos materiales y su fraccionamiento secuencial, analizando la cantidad obtenida, su
composicion y tipo de azlcares que contenia cada fraccion. Los resultados mostraron que la
facilidad de extraccion de las paredes celulares en las variedades susceptibles fue mayor que en
las tolerantes. Sin embargo en el Negro Jamapa fue més facil la extraccion, no asi en Mayocoba
fue mas dificil de entre las cuatro variedades. Ademas, las paredes celulares de estas dos
variedades, Negro Jamapa y Mayocoba, tuvieron la menor y mayor interaccion quimica de los
componentes respectivamente. Por ultimo, se pudo decir que si existe una relacion entre la
interaccion quimica de los componentes de la pared celular de la testa de frijol Flor de Mayo,

Mayocoba, Negro Jamapa, Bayo Yy su susceptibilidad al ataque de Zabrotes subfasciatus.
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INTRODUCCION

El frijol es una leguminosa altamente consumida por la poblacién, especificamente en México, es
una fuente principal de carbohidratos, proteinas, minerales y vitaminas (F. de Ledn et al, 1989),
por eso es importante mantener la calidad del grano durante su almacenamiento.

Un problema en el almacenamiento es la infestacion de insectos. Las dos especies principales que
causan pérdidas al frijol almacenado son el gorgojo pinto del frijol, Zabrotes subfasciatus
(Boheman) y el gorgojo pardo del frijol, Acanthoscelides obtectus (Say). La primera especie,
representa un problema en virtud de su amplia distribucion y su gran abundancia en Mexico
(Macedo et al, 2002). Las pérdidas producidas en el grano, son el resultado de la alimentacion del
insecto, asi como de su accion nociva y de deterioro, lo cual propicia la invasion de
microorganismos que en conjunto alteran su calidad nutrimental, sensorial y agrondémica
(www.inta.gob.ni)(b).

Estudios realizados en Centroamérica confirman que los insectos representan la principal causa
de pérdidas en los granos basicos, contribuyendo en un 70% de pérdidas en los granos

almacenados (www.inta.gob.ni)(b).

Se ha observado que la cubierta externa de las semillas juega un papel importante en la
proteccion de estas contra el ataque de braquidos. La resistencia de las semillas en especies de
leguminosas al ataque de braquidos es atribuida a la rugosidad y dureza de la cubierta, siendo la
dureza un factor importante que influye en la frecuencia de penetracion de las larvas de primer
estadio, numero de larvas que penetran al grano y nimero de ventanas de emergencia de adultos
(Villasefior et al, 1992).

La pared celular es una estructura que determina la dureza del tejido y estd en funcién de su
composicion, es decir, depende de la abundancia de celulosa o contenido de lignina que la hacen
mas dura en relacién al contenido de pectina y hemicelulosa. La interaccion quimica es la fuerza
o tipo de enlace con la que estan unidas las diferentes fracciones de pared celular y determina su
facilidad de extraccion (Perez y Carpita 2006; Willats et al, 2001; Stolle-Smith et al, 1999).

El desarrollo del presente trabajo estuvo enfocado en estudiar la relacidn que existe entre la
composicion de la pared celular de la testa de dos variedades susceptibles y dos tolerantes del

frijol al atque del gorgo pinto del frijol, Z. subfasciatu.
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JUSTIFICACION

En México, el cultivo del frijol a lo largo de la historia se ha convertido no s6lo en un alimento
tradicional, sino también en un aspecto de identificacion cultural (FAO, 1990-2000). EI 68% de

su produccion se destina en forma directa al consumo final. (SAGARPA, 2005).

El frijol es una leguminosa altamente consumida por la poblacion, principalmente en el area rural
de Latinoamérica. Especificamente en México, tiene gran aceptabilidad y es una fuente de
proteinas, minerales y vitaminas (F. de Leon et al, 1989), por lo que es importante mantener la

calidad del grano durante su almacenamiento.

Un problema importante en el almacenamiento de granos es la infestacion de insectos. Diversas
especies de insectos atacan al frijol ya sea a la planta durante su periodo de desarrollo o al grano
una vez cosechado. Las dos especies principales que causan pérdidas al frijol almacenado son
Zabrotes subfasciatus (Boheman) y Acanthoscelides obtectus (Say). Especialmente la primera
especie, representa un grave problema en virtud de su amplia distribucion y su gran abundancia
en México (Macedo et al, 2002). Las pérdidas producidas en el grano, son el resultado de la
alimentacion del insecto, asi como de su accidn nociva y de deterioro, lo cual propicia la invasion
de microorganismos que en conjunto alteran su calidad nutrimental, sensorial y agronémica

(www.inta.gob.ni)(b).

En nuestro pais no existen datos estadisticos oficiales sobre las pérdidas poscosecha de los
granos, sin embargo, se manejan datos del 30% o mas (Blancas 2001). Estudios realizados en
Centroamérica confirman que los insectos representan la principal causa de pérdidas en los
granos basicos, contribuyendo en un 70% de pérdidas en los granos almacenados
(www.inta.gob.ni)(b).

Se ha observado que la cubierta externa de las semillas juega un papel importante en la
proteccion de estas contra el ataque de braquidos. Los mecanismos de defensa involucran un
componente quimico y uno fisico; esto es la textura de la superficie y la estructura de la cubierta

evitan agresiones como la penetracion de las larvas de insectos (Villasefior et al, 1992). La
3
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resistencia de las semillas en especies de leguminosas al ataque de brdquidos es atribuida a la
rugosidad y dureza de la cubierta, siendo la dureza un factor importante que influye en la
frecuencia de penetracion de las larvas de primer estadio, nimero de larvas que penetran al grano
y nimero de ventanas de emergencia de adultos (Villasefior et al, 1992). Pero no se ha

identificado molecularmente, que determina la resistencia de la testa al ataque del insecto.

Por otra parte, se sabe que la pared celular es una estructura que determina la dureza del tejido y
estd en funcion de su composicion, es decir, depende de la abundancia de celulosa o contenido de
lignina que la hacen méas dura en relacion al contenido de pectina y hemicelulosa. Ademas,
también depende de la interaccion quimica, la cual influye en la mayor o menor rigidez de la
pared celular. La interaccion quimica es la fuerza o tipo de enlace con la que estan unidas las
diferentes fracciones de pared celular y determina su facilidad de extraccion (Perez y Carpita
2006; Willats et al, 2001; Stolle-Smith et al, 1999).

Es por eso que en el presente trabajo se ha planteado como objetivo, estudiar la relacion que
existe entre la pared celular de la testa en diferentes variedades de frijol y la tolerancia que

provoca al ataque de Zabrotes subfasciatus.

Pues el conocer mas sobre los eventos moleculares que determinan mayor o menor resistencia al
ataque de estos insectos, ayudard a disminuir las pérdidas de la calidad del frijol durante su
almacenamiento y al mismo tiempo, podria evitar el uso de compuestos toxicos y contaminantes

como los insecticidas usados actualmente.
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1. ANTECEDENTES

1.1. Origenes del frijol

El nombre cientifico de la especie es Phaseolus vulgaris L. originaria de México y Centroamérica
en donde se han encontrado vestigios con una antigiiedad de mas de 7,000 afios. Se identifican
dos centros de origen del frijol, uno en el altiplano Mexicano (Valle de Tehuacan, Puebla) y el

otro en los Andes Sudamericanos (Pert) (Blancas, 2001).

Existen alrededor de 80 especies de frijol silvestre en el continente americano, de las cuales, s6lo
cuatro especies fueron domesticadas para servir como alimento y se conservan actualmente en
tierras americanas (Solorzano-Vega, 1994). Estas son: Phaseolus vulgaris o frijol comin con
multiples variedades, son originarias del Continente Americano pero ahora se cultivan
ampliamente en Asia y Africa; Phaseolus coccineus o frijol ayocote (ayecohtli, ayecocimatl) esta
especie es originaria de las tierras altas, tropicales y himedas de México, Guatemala y Honduras;
Phaseolus acutifolius, frijol tepari o escumite se origind y todavia crece de manera silvestre en
México y el sudoeste de los E.E.U.U y Phaseolus lunatus o frijol lima originarios de Pera se

consumen en todas las areas tropicales y subtropicales (Soriano, 2006).

El frijol es una planta anual, herbécea, cultivada intensamente desde el tropico hasta las zonas

templadas, no soporta heladas y su clasificacion taxonémica se muestra en la tabla 1.

Algunos de sus nombres comunes son: frijol, habichuela, judia comun, alubia, cholo, ayote,

french bean, entre otros (Allen y Allen, 1981)
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Tabla 1. Clasificacion Taxondémica del frijol

Super reino Eucariota
Reino Plantae
Division Magnoliofitas
Clase Dicotiled6neas
Subclase Rosidas
Orden Fabales
Familia Leguminoceae
Género Phaseolus
Especie Phaseolus vulgaris L.

Fuente: Soriano (2006)

1.2. Caracteristicas estructurales del frijol.
La semilla del frijol tiene 2 estructuras, la cual se muestra en la figura 1, el embrion y la cubierta

de la semilla o testa (Moreno C.P.):

a) La testa o cdscara es la estructura externa que envuelve la semilla la cual puede tener muy
distintas texturas y apariencias, es dura y esta formada por una capa interna y una externa de
cuticula y, una o mas capas de tejido grueso que sirve de proteccion y que puede estar constituida
por hilio, que es una cicatriz ovalada que aparece en el lugar donde la semilla estaba unida al

funiculo (Moreno C.P.).

A un lado del hilio se localiza una abertura, el micropilo y al otro lado se localiza un borde

llamado rafe (Moreno C.P.). Las funciones mds importantes de la testa se muestran en la tabla 2.
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Tabla 2. Funciones mas importantes de la testa de frijol

Controlar el grado de impermeabilidad de la semilla al agua y a los gases

Mantener unidas las partes internas de las semillas
Proteger las partes internas contra choques y abrasiones
Servir como barrera a la entrada de microorganismos en la semilla

Regular la velocidad de rehidratacion de la semilla, evitando o disminuyendo

posibles dafios causados por las presiones desarrolladas durante la absorcion
Regular la velocidad de los cambios gaseosos (oxigeno y gas carbonico)

Regular la germinacion

FUENTE: Arias, (1993)

b) El embridn es el origen de la raiz, hojas y tallo de la nueva planta. El embrion maduro, de las
plantas que tienen flores, consiste en un eje parecido a un tallo (eje embrionario) en cuyo extremo
estan dos cotiledones. Tiene funcion reproductiva con capacidad para iniciar divisiones celulares
y crecer. Se trata de un eje porque inicia el crecimiento en dos direcciones: hacia las raices y
hacia el tallo. Generalmente, el eje embrionario es pequefio con respecto a las demas partes de la

semilla (Moreno C.P.).

Los cotiledones, que son parte del embridn, son abultados y constituyen el 90% de la masa de la
semilla, exhiben una estructura altamente organizada, contienen células parenquimatosas unidas
por una pared celular distinta (Liu, 1995). Estas células contienen granulos de almidén elipticos
embebidos en una matriz proteica consistente de cuerpos proteicos esféricos y relativamente
menores a los granulos de almidon y estdn rodeados por una membrana lipoproteica (Moreno

C.P).
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Plamula Cotiledones

Epicotilo

Micrépilo

Cascara

Fuente:.sdnhm.org

Figura.l. Corte longitudinal que muestra la estructura de la semilla de frijol.

1.3. Aporte Nutrimental

El frijol se compone mayoritariamente de carbohidratos y proteinas, ademas de lipidos y

minerales. En la tabla 3 se muestra un promedio de su composicion quimica.

Tabla. 3. Composicion quimica promedio del frijol comtin (Phaseolus vulgaris L.)

Nutrientes %
Humedad 10.4
Proteinas 22.6

Lipidos 1.5
Carbohidratos 57.6
Celulosa 4.73
Minerales 3.7

Fuente: James, 1981

Entre los granos del frijol existen pequenas diferencias en su composicion, las cuales dependen

de la variedad (tabla 4).
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TABLA 4. Composicion quimica de diferentes variedades de frijol.

Variedad Frijol Frijol Frijol Negro Frijol Flor de
Mayocoba® Bayo? Jamapa® Mayo*
Humedad 9.65 6.73 6.26 2.31
Proteina 23.41 26,16 24.41 22.16
Grasa 1.98 1,03 1.11 0.73
Carbohidratos 63.11 59.28 61.26 66.97
Cenizas 3.67 3,20 3.63 3,82

Fuente: 1,4 Vargas et al, (2006); Leén et al (1993); Mendoza et al, (2002).
El frijol es un alimento con buena calidad nutrimental y representa una de las principales fuentes
de proteina para amplias capas de la poblacion mexicana (Bravo et al., 1998) Por esto, la
importancia de este grano en la dieta actual del pais sigue siendo fundamental. Algunas

caracteristicas importantes de los componentes quimicos del frijol se explican a continuacion:

Carbohidratos: Sirven de reserva energética y constituyen la fraccion principal en los granos de
las leguminosas, 55 a 65% del peso seco en promedio. De ellos, el almidon es el principal
constituyente, seguido de la fibra dietética y cantidades pequefias pero significativas de
oligosacaridos (Bravo et al., 1998). El almidon del frijol sirve como aporte de energia y de

estructuras carbonadas para sintesis posteriores en el metabolismo (Gonzalez et al., 2005).

Una pequena cantidad de los monosacaridos estan presentes en forma libre y el resto se
encuentran como componentes de glucosidos o como unidades en varios oligosacéaridos o
polisacaridos. La D-glucosa, D-manosa, D-galactosa y D-fructuosa, son los monosacaridos mas

comunes en el frijol (Cornejo, 1993).

Las células del frijol son una importante fuente de fibra dietética. La fibra estd formada
principalmente por carbohidratos complejos no digeribles, como la celulosa, hemicelulosa y
pectina de las células vegetales y lignina, que no es un carbohidrato. La fibra dietética ha sido
definida como el conjunto de lignina y polisacaridos no hidrolizados por las enzimas enddgenas
del tracto digestivo de los humanos. Esta definicion incluye componentes solubles e insolubles en

agua. Algunos complejos proteicos, lipidicos, materiales inorganicos, pentosas, acidos organicos

9
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(como citrico y malico), y varios polioles (como sorbitol y xilitol), también forman parte de la

fibra dietética (www.inta.gob.ni)(a).

La fibra tiene un efecto especial en la funcion intestinal debido a las siguientes propiedades:
- su habilidad para absorber agua e hincharse

- su capacidad de formar geles

- su facultad de intercambiar cationes

- su aptitud para absorber moléculas organicas (como las sales biliares) del intestino

De los azucares libres, la mayor proporcion corresponde a rafinosa, estaquiosa y verbascosa, los
cuales se conocen como factores de flatulencia, debido a que el organismo humano no las
asimila y son metabolizados por la flora intestinal produciendo grandes cantidades de gases,
como CO2, hidrégeno y metano en diferentes partes del tracto intestinal, ademas de otras
sustancias volatiles malolientes como amoniaco y aminas. El remojo de los frijoles previo a su
coccion reduce gradualmente estos problemas de flatulencia y aumentan la digestibilidad del

grano (www.inta.gob.ni)(a).

Lipidos: Los globulos de grasa se encuentran insertos entre la red que forman las proteinas y los
carbohidratos en cada cotiledon, encontrandose principalmente triglicéridos. Entre los acidos
grasos libres se han identificado: acido laurico, palmitico, estearico, siendo el palmitico el mas
abundante. Sin embargo, la mayor fraccion la representan los triglicéridos que contienen acidos
grasos insaturados como el oleico, linoleico y linolenico acidos grasos esenciales, los cuales le

confieren al frijol una mayor calidad nutrimental (Carpita y Gibeaut 1993).

Proteina: El frijol proporciona entre un 20 a 30% de proteina dependiendo de la variedad. La
importancia de su proteina, no solo se debe a su cantidad sino a su calidad. Es una proteina con
un alto contenido de Lisina, que es uno de los aminodcidos estratégicos en la nutricion y los
niveles de esta, son superiores a la de todos los cereales, que junto con el frijol, forman parte
importante de la dieta del mexicano. Aunque se ha reportado que es deficiente en metionina y

cisteina por lo que se complementan perfectamente con los cereales (tabla 5).

10
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Por lo tanto, el valor nutrimental de esta leguminosa esta determinado en gran medida por el

contenido de proteina y su digestibilidad.

TABLA 5. Perfil de aminoacidos esenciales del frijol y otros granos (mg/100 mg de alimento)

Maiz Avena Arroz Frijol
Granos
Aminoacido
Isoleucina 350 526 296 927
Leucina 1190 1012 581 1685
Lisina 254 517 255 1593
Metionina 182 234 150 234
Fenilalanina 464 698 342 1154
Tirosina 363 459 226 559
Treonina 342 462 234 878
Valina 461 711 408 1016

FUENTE: FAO, 1970.

Vitaminas y minerales: En general las leguminosas son buenas fuentes de vitaminas del grupo
B. En cuanto a los minerales son ricas en calcio, hierro y fosforo, y su asimilacion depende de la
accion inhibitoria del 4cido fitico (www.inta.gob.ni)(a). El frijol contiene mas caroteno, tiamina,

riboflavina y acido nicotinico que las frutas (Cornejo, 1993).

Compuesto toxicos y antinutrimentales: El frijol presenta factores antinutrimentales que
incluyen inhibidores enzimaticos, factores de flatulencia, taninos y acido fitico y compuestos
toxicos como hemaglutininas. La coccion elimina por completo las hemaglutininas, mientras que
el inhibidor de tripsina es el mas resistente al calor (Mendoza, 2002). La presencia de factores
antinutrimentales como inhibidores de tripsina, acido fitico, oligosacaridos y taninos, reduce su
valor bioldgico; pero es importante mencionar que estos compuestos son inhibidos o inactivados

durante la coccion (Gonzalez et al., 2005).

11
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1.4. Produccion de frijol en México.
En México, el cultivo del frijol junto con el maiz, representa toda una tradicion productiva y de

consumo, cumpliendo diversas funciones de caracter alimentario y socioeconémico que le han

permitido trascender hasta la actualidad (SAGAR 2000).

El 68 por ciento de su produccion se destina en forma directa al consumo final. Asimismo, su
consumo es generalizado entre amplias capas de la poblacion de ingresos bajos, medios y hasta
superiores (SAGAR, 2000). La produccién de frijol a nivel nacional hasta agosto del 2007 para
los ciclos otofio - invierno (2007-2007) y primavera — verano (2007-2007), se muestra en la tabla

7, (SAGARPA, 2007).

Después del maiz, el frijol ocupa el segundo lugar en importancia dentro de la superficie de los
diez cultivos principales del pais. La produccion de frijol en el ambito nacional es muy
vulnerable a las condiciones climatologicas que prevalecen durante el ciclo productivo, debido a
que aproximadamente el 87 por ciento de la superficie destinada a este cultivo se ubica en areas
de temporal. La principal limitante en su produccion, la constituye sin duda la escasa
disponibilidad de agua, fendémeno que se agudiza en regiones con bajo régimen pluvial

(SAGAR, 2000).

Tabla 6. Produccion nacional de frijol hasta agosto de 2007.

Producto Produccion (Toneladas)

FRIJOL 315,050

Fuente: SAGARPA. Servicio de informacion y estadisticas agroalimentaria y pesquera (SIAP), con informacién de las

delegaciones de la SAGARPA en los estados.

En las tablas 7 y 8 se observan los principales estados productores de frijol a nivel nacional.

12
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Tabla 7. Principales estados productores de frijol en el ciclo otofio-invierno 2007/2007.

Entidad federativa Produccion (Toneladas)

Sinaloa 139,358
Nayarit 69,894
Chiapas 28,236

Fuente: SAGARPA. Servicio de informacion y estadisticas agroalimentaria y pesquera (SIAP), con informacion de las

delegaciones de la SAGARPA en los estados.

El frijol practicamente se produce en todos los estados de la Republica Mexicana; destacando las
regiones templada-semidrida y la calida con invierno seco, tanto por la superficie sembrada como
por el volumen de produccion.

Tabla 8. Principales estados productores de frijol en el ciclo primavera-verano 2007/2007.

Entidad federativa Produccién (Toneladas)
Zacatecas 12,439
Chiapas 2,108
San Luis Potosi 75

Fuente: SAGARPA. Servicio de informacion y estadisticas agroalimentaria y pesquera (SIAP), con informacion de las

delegaciones de la SAGARPA en los estados.

En la Region Célida con Invierno Seco, se produce frijol bajo condiciones de riego y humedad
residual. Los principales estados productores son Sinaloa y Nayarit, las zonas mas productivas se
localizan en los Municipios de Culiacan, Guasave y los Mochis en Sinaloa, y en Nayarit, el
Municipio de Acaponeta. La region templada-semiarida comprende los estados de Chihuahua,
Durango, Zacatecas y Guanajuato. En Chihuahua los municipios que destacan en la produccion
de frijol son el de Cuauhtémoc y Madera, en tanto que en Durango, lo es el de Guadalupe
Victoria, mientras que en Zacatecas son el de Ojo Caliente, Fresnillo y Rio Grande

(siea.sagarpa.gob.mx).

1.5. Comercializacion del frijol
La comercializacion del frijol se ha realizado de manera ineficiente desde varias décadas atras,

debido a la falta de informacion y alternativas que plantean los diferentes mercados regionales,

13
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asi como a la falta de conocimiento relacionado con los habitos de consumo de nuestra poblacion,
la baja calidad en la presentacion del producto y la falta de estrategias para una mejor
comercializacion y distribucion del mismo, repercutiendo negativamente en el precio pagado al

productor por su grano (SAGAR 2000).

La forma en que se comercializa la mayor parte de la produccion de frijol es a granel, en costales
de 50 y 60 kilogramos, sin que tenga alguna clasificacion o limpieza. Debido a esta situacion el
producto es castigado via precio por el intermediario; aunado a esto, la falta de organizacion para
poder negociar su producto en mejores condiciones, es otro factor que incide para que el

productor no reciba una mayor retribucion por su producto (SAGAR 2000).

Los principales aspectos que han afectado la comercializacion del grano, durante la década de los

noventa, se pueden resumir en cuatro grandes apartados:

a. Costos altos en la movilizacion de sus cosechas debido a la lejania que existe entre las
principales zonas de consumo y las de produccion.

b. Un alto grado de intermediarismo que existe en la primera etapa de su comercializacion, que
repercute negativamente en los intereses, tanto de productores, como de los consumidores del
grano.

c. Recomposicion interna de la oferta nacional.

d. Insuficientes apoyos a la comercializacion de esta leguminosa en el mercado nacional.

Los canales de distribucion y comercializaciéon que presenta el mercado nacional del frijol son
diversos y complejos (figura 2), a continuaciones se mencionan los que tienen mayor
representatividad en el &mbito nacional, ademas de citar algunas caracteristicas de su modo de
operar.

1. La venta del grano por parte del productor a los intermediarios locales o foraneos.

2. La venta de este grano a las asociaciones agricolas locales. Su finalidad es regular la

oferta, para que de este modo, puedan obtener mejores precios en el mercado nacional.
3. La venta a través de sociedades mercantiles, integradas por los mismos productores,

constituyen canales de comercializacion que ain no tienen gran presencia, debido a los
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volumenes poco representativos que mueven en la compra y venta del producto.

(SAGAR, 2000).

PRODUCTOR PRINCIPALES CANALES DE COMERCIALIZACION DEL FRIJOL CONSUMIDOR

MERCADO
NACIONAL

| INTERMEDIARIO CENTRALES
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>
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Fuente: Situacion actual y perspectiva de la produccion de frijol en México 1990-2000

Figura.2. Sistemas de comercializacion del frijol.

1.6. Deterioro del frijol en el Almacén

Para garantizar la disponibilidad de granos y semillas en la cantidad, asi como con la oportunidad
y calidad requeridas, es necesario recurrir a su almacenamiento y conservacion. Cada afio se
pierden cantidades considerables de granos debido a su manejo y almacenamiento inadecuado,
aunado a los deficientes canales de comercializacion que aumentan los tiempos de

almacenamiento.

En México no existen cifras precisas que indiquen el volumen de pérdida de granos y semillas
durante su almacenamiento; sin embargo, se estima que anualmente se pierde entre el 5% y el
25% de la produccion total de maiz, trigo y frijol, principales granos basicos del pais

(www.inta.gob.ni)(a).

Un mal almacenamiento del grano, provoca pérdidas en su peso, calidad nutrimental,

germinacion y mercadeo y todo junto se refleja en la pérdida de dinero (www.inta.gob.ni)(c).
15
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De acuerdo a esta pagina los principales factores que determinan y acentuan las pérdidas de
granos y semillas en el almacén, son:

*Altos contenidos de humedad del producto almacenado.

*Elevada temperatura y/o humedad en el ambiente.

*Elevado porcentaje de impurezas mezcladas en granos y semillas como por ejemplo; granos o
semillas quebradas, restos de plantas, insectos muertos y tierra.

*Carencia de almacenes adecuados.

*Presencia de insectos, hongos, bacterias y roedores.

* Manejo deficiente.

*Desconocimiento de los principios de la conservacion.

La conservacion apropiada de granos y semillas en el almacén, depende principalmente de las
condiciones ecologicas de la region, del tipo de troje, bodega o almacén disponible, del tipo y
condicion del grano o semilla por almacenar y del tiempo de almacenamiento. Por ejemplo, en las
regiones tropicales, donde el clima es calido y humedo, se acelera la respiracion de los granos y
semillas y se favorece el desarrollo de insectos y hongos; sucediendo lo contrario en las regiones

de clima frio y seco (www.inta.gob.ni)(c).

El principio de un buen almacenamiento y conservacion de granos y semillas es el empleo de
bodegas secas, limpias y libres de plagas, donde se almacenen granos secos, enteros, sanos y sin
impurezas. Independientemente del tipo de almacén o de recipiente que se utilice, el producto
almacenado debe mantenerse fresco, seco y protegido de insectos, pajaros, hongos y roedores

(www.inta.gob.ni)(c).

1.7 Insectos

Los insectos son importantes agentes bioldgicos que pueden causar dafos a las semillas tanto en
el campo como durante el almacenamiento, reduciendo dréasticamente su calidad. Si la poblacion
de insectos crece en forma desmesurada, ademds de reducir la calidad del grano, se produce un

incremento en su temperatura y humedad, que le afecta negativamente (Arias, 1993).

Los insectos de granos almacenados mas perjudiciales son aquellos que se alimentan del embrion

y que destruyen el poder germinativo de la semilla. Los insectos que viven en el interior de la
10
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semilla se alimentan principalmente del endospermo, lo que provoca la reducciéon parcial o total
de las reservas alimenticias y hace que la semilla pierda su vigor y genere una planta débil o
incapaz de sobrevivir en el campo ademas, el grano disminuye su calidad nutrimental y modifica

sus propiedades de procesamiento cuando es destinado a consumo humano (Arias, 1993).
Los insectos de almacén comunmente se encuentran presentes en silos, trojes, depdsitos en

general e inclusive en casas-habitacion, por lo que la semilla puede infestarse facilmente al ser

almacenada cerca de productos ya infestados (figura 3):

.
lirna*

Fuente: Arias, 1993

Figura.3. Dafio total de los granos por causa de los insectos

La temperatura y la humedad son los principales factores ambientales que influyen en el
desarrollo de los insectos de acuerdo con las siguientes caracteristicas:

a) Temperatura. La mayoria de los insectos que atacan los granos almacenados son de origen
subtropical y tropical. En las regiones muy frias, los insectos alcanzan niveles de reproduccion
tan bajos que no llegan a caracterizarse como plagas. En los granos que se mantienen bajo los
17°C, el desarrollo de los insectos resulta insignificante. Los limites de temperatura para el

desarrollo de la mayoria de los insectos que atacan los granos almacenados varian entre 20 y

35°C (Arias, 1993).
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b) Humedad. El contenido de humedad de los granos es un factor critico para la sobrevivencia del
insecto. Los insectos toman de los alimentos la humedad que requieren para sus procesos vitales.
El aumento del contenido de humedad favorece la proliferacion de los insectos; sin embargo,
por sobre un cierto limite, el desarrollo de microorganismos (principalmente hongos)
inhibe el de los insectos. Por otra parte, los granos de cereales con humedad inferior al 10 por

ciento inhiben la actividad de los insectos (Arias 1993).

La humedad es el factor que mas influye en la velocidad de deterioro. El dafo ocurre en granos
que inicialmente son almacenados con un adecuado contenido de humedad. Esto es porque el
grano es higroscopico y tendera a equilibrarse con la humedad relativa del medio ambiente. Las
fluctuaciones en temperatura del almacén propician que se condense la humedad del aire en la
superficie del grano, ocasionando que paulatinamente se incremente su contenido de humedad.
Los granos almacenados en regiones con alta humedad relativa y constantes variaciones de

temperatura son los mas propensos a ganar humedad durante el almacenamiento (Serna 2001).

Ademas de la temperatura y del contenido de humedad de los granos, la composicion del aire
intergranular (relacion oxigeno/gas carbonico) constituye un importante factor para el desarrollo
de las poblaciones de insectos que infestan los granos almacenados. En bodegas y silos, la masa
de granos forma un microclima que afecta su respiracion y la de los organismos asociados a ellos,

por lo que la composicion del aire intergranular puede resultar profundamente modificada.

El gorgojo pardo del frijol A. obtectus (Say) y el gorgojo pinto del frijol Z. subfasciatus
(Boheman), son de los principales plagas de insectos en el almacenamiento de frijol (Phaseolus
vulgaris) y donde se desarrollan son severas las pérdidas post-cosecha que ocurren como

resultado de la infestacion de estos dos Braquidos (Gatehouse, et. Al, 1987).

Debido a que Z. subfasciatus es una plaga de importancia econémica en almacenamiento del
frijol en México, algunos de los dafios que provoca son: reduccion del peso y pérdida de la
calidad y la viabilidad de la semilla del frijol. El grado de pérdida es absolutamente variable y
depende del periodo y de las condiciones de almacenamiento (Macedo et al., 2000). Por esto, es

importante conocer algunas de sus principales caracteristicas (tabla 9):
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a) Identificacion del grogojo pinto del frijol Zabrotes subfasciatus.
El macho es de color negro con manchas blancas y la hembra es de color pardo. Su longitud es de
2 a 3 mm. Los ¢litros de las hembras poseen una mancha blanca o una pubescencia uniforme de

color grisaceo o café palido, combinando con un fondo grisaceo oscuro.

Fuente:chinabiodiversity.com

Figura 4. Insecto Zabrotes subfasciatus hembra

b) Habitat y Ciclo de vida

Se distribuye en regiones tropicales y subtropicales de México, Centro América y Sudamérica y
se desarrolla adecuadamente en climas calidos y templados. Su ciclo biologico se completa en 8
semanas, La especie presenta dimorfismo sexual, siendo las hembras mas grandes que los
machos. La hembra adulto oviposita entre 50 y 60 huevecillos de 2 a 30 horas después de la
copula. El habito de oviposicion es en grupos de 2 a 4 huevecillos, sobre la testa ¢ entre las
rajaduras de los granos de frijol. El adulto vive de 2 a 4 semanas. Las condiciones apropiadas

para su desarrollo son 30° centigrados y 70% de humedad relativa (www. inta.gob.ni)(b).
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Gorgojo pinto del

NOMBRE COMUN frijol
) (Zabrotes
(CIENTIFICQ) subfasciatus)
Frijol comiin
ALIMENTACION frijol lima

Dafio primario

come germen

hace cavernas en el

DANO grano
LONGITUD (mm)
-ADULTO 2a3
-LARVA -
BIOLOGIA
#HUEVOS 50 a 60
CICLO DE VIDA
CON 15°C
20°C 25 dias
25°C 25 dias
30°C 25 dias

Fuente: inta.gob.ni
Tabla 9. Condiciones de la plaga de Zabrotes subfasciatus en grano almacenado

La larva muda cuatro veces y forma cavidades en el grano donde pasara el estado de pupa. El
macho adulto puede permanecer en la camara varios dias antes de salir al exterior. La hembra
adulta sale inmediatamente e inicia la oviposicon. El insecto adulto normalmente no se alimenta

de granos, aunque puede consumir agua y néctar (www. inta.gob.ni)(b).
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Z. subfasciatus no ataca frijol en el campo. Se considera una plaga de importancia econémica en
almacenes de frijol comtin ( Phaseolus vulgaris L. ), frijol lima, (Phaseoulus lunnatus L.) y

cowpea, ademas puede atacar soya (www.inta.gob.ni)(b).

Zabrotes subfasciatus deposita sus huvecillos en la vaina o directamente en la semilla, uniéndolos
firmemente con una sustancia adherente. La larva al emerger penetra al cotiledon perforando la
testa y usualmente pasa su estado larvario haciendo una cavidad en la semilla a mediad que se
alimenta. La formacion de la pupa se da dentro de la semilla y normalmente la larva antes de
pasar al estado de pupa prepara una ventana de emergencia en la testa del frijol para que el adulto
emerga de la semilla. La larva se alimenta del cotiledon. Una vez que el adulto emerge ya no
consume alimento y sale de la semilla a través de la ruta de escape. Los adultos son muy activos
pueden correr y/o volar y se pueden ver corriendo sobre la superficie de las semillas infestadas y

es el estado de desarrollo reproductivo (Subramanyam et al., 1996)

El deterioro del frijol durante su almacenamiento, provocado de manera importante por los
insectos de almacén, se refleja en la disminucion de su calidad nutrimental, sensorial y
agrondmica. La calidad del grano esta asociada con su valor comercial que esta influenciado por
caracteristicas como tamafio, color y uniformidad del grano, ademas del tiempo de coccién, sabor
y espesor del caldo. Por otra parte, el valor nutrimental de esta leguminosa esta determinado en
gran medida por el contenido de proteina y su digestibilidad, pues este grano es una de las

principales fuentes de este nutrimento para la poblacion de escasos recursos (www.scielo.org.ve).

Por lo tanto es importante, plantear alternativas para evitar la pérdida de calidad del frijol

provocado por estas plagas de insectos durante su almacenamiento.

1.8 Resistencia del frijol a Zabrotes subfasciatus.

Almacenar el frijol, asi como otros granos y productos que constituyen una fuente alimenticia
para el hombre, ha representado una estrategia para disponer de ellos cuando sea preciso, por ello
es necesario protegerlos de agentes que alteren negativamente su calidad, controlando la
infestacion de los granos almacenados por insectos. Para esto se realizan medidas preventivas
como: mantener granos sin dafios, medidas higiénicas en los almacenes, control de temperatura y

humedad del almacén; sin embargo para los productores estas implementaciones generan un alto
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costo de inversion (www.inta.gob.ni)(b). Por otra parte, también se intentan disminuir las

pérdidas, utilizando variedades tolerantes al ataque de este insecto.

Algunas investigaciones que se han realizado respecto a este tema, han encontrado que uno de los
factores que genera resistencia al ataque de Zabrotes subfasciatus en el frijol, es la presencia de
inhibidores de alfa amilasa, pues se ha observado una relacion directa entre variedades con mayor
abundancia de este inhibidor y un menor ataque del insecto (Silva et al., 2000). También se ha
determinado que las plantas han desarrollado estrategias de defensa que obstaculizan la accion de
los insectos, mediante la produccion de inhibidores de las enzimas a-amilasas e inhibidores de

tripsina y de quimotripsina ( Payan, 2003, Kluh et al., 2004, Gatehouse et al,. 1987).

Por otro lado, se ha observado que el contenido de fitohemaglutininas y arcelinas en el frijol,
genera resistencia al ataque de Zabrotes subfasciatus. El modo de accion de estas proteinas en la
proteccion de las semillas es diferente, ya que los genes evolucionan por duplicacion y
divergencia de un uUnico gen ancestral. También se sabe que las fitohemaglutininas y arcelinas
son toxicas a los insectos debido a su unidn al intestino de las células epiteliales (Kluh et al.,

2004, Macedo et al., 2002, Osborn et al., 1988).

Otros trabajos nos presentan que las lectinas, han estado implicadas como factores de antibiosis
contra los insectos (Macedo et al., 2002). Gatehouse y colaboradores (1987) han implicado a las

lectinas (probablemente similar o igual que la arcelina) en resistencia a Z. subfasciatus.

Como se puede ver, se han investigado diferentes causas que confieren resistencia al frijol del
ataque de Z. subfasciatus pero otra posibilidad, que se ha estudiado poco, es la que genera la
cubierta externa de las semillas, que juega un papel importante en la proteccion de estas contra el
ataque del briquido. Los mecanismos de defensa involucran un componente bioquimico y uno
fisico; esto es, la textura de la superficie y la estructura de la cubierta evitan agresiones como es

la penetracion de las larvas de insectos y de diversos patdgenos (Villasenor et al, 1992).

La resistencia de las semillas en especies de leguminosas es atribuida a la rugosidad y dureza de

la testa. La dureza es un factor importante que influye en la frecuencia de penetracion de larvas
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de primer estadio, numero de larvas que penetran al grano y nimero de ventanas de emergencia

de adultos (Villasefior et al, 1992).

Por otra parte, se sabe que la pared celular determina la dureza de la testa, pues su grosor es
consecuencia de la acumulacion de celulosa y lignina, que son componentes de la pared celular.
Ademas, se ha observado que esta resistencia en las semillas del P. vulgaris al insecto, pueden
ser debido a la presencia de un heteropolisacarido que posee un contenido inusualmente alto de
arabinosa y de fucosa (Gatehouse et al., 1987), estos azlicares también son componentes de la

pared celular.

Con base en lo antes expuesto, podemos decir que, otro componente importante en la resistencia

del frijol al ataque de Z. subfasciatus podria ser, la pared celular de la testa de estos granos.

Pero todavia no se sabe exactamente que es lo que le confiere resistencia al frijol. Por eso, es
importante el tratar de identificar el o los componentes moleculares que intervienen en la
resistencia del grano, para poder tener variedades tolerantes y disminuir pérdidas y costos

durante el almacenamiento de frijol.

1.9 La pared celular

La pared celular es una estructura de células vegetales cuya funcion principal es proporcionar
rigidez, forma y tamano a las células vegetales (Thompson y Fry, 2000; McDougall et al, 1996).
Muchos de los polisacaridos no almidénosos presentes en las plantas se encuentran en las paredes
celulares, y todas ellas tienen pared celular primaria y lamina media (Carpita y Gibeaut, 1993;
McDougall et al, 1996).

La composicion de la pared celular primaria y las interacciones intermoleculares entre los
componentes de la pared celular estan en constante cambio (McDougall et al, 1996), por lo que se
considera un sistema dindmico (Carpita y Gibeaut, 1993) resultado del crecimiento, desarrollo y variedad

de los tejidos vegetales (McDougall et al, 1996).

Las paredes celulares estan constituidas por diversas moléculas como carbohidratos, proteina,
lignina, agua, algunos iones y moléculas inorgdnicas y en algunos casos estdn presentes otras

moléculas organicas como cutina y suberina (Garcia y Pefa, 1995; Cosgrove, 1997; Bennet y
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Rose, 1999). La complejidad quimica de la pared celular se incrementa si se considera que la
proporcidon, composicion y organizacion de la mayoria de estos contribuyentes es variable entre
especies, tipos de células y aun entre células vecinas y que se modifican durante el desarrollo y la
exposicion de la planta a diversos factores ambiéntales (McNeil et al, 1984; Selvendran, 1985;

Showalter, 1993).

De manera general se han estimado las proporciones de los constituyentes de la pared celular

como sigue: 10% proteina y 90% carbohidratos (Darvill et al, 1985).
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Fuente: Carpita (2006)
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Figura 5. Modelo de Pared Celular Primaria (tipo I) y Pared Secundaria (tipo IT)
En el nivel mas sencillo la pared celular primaria tiene cuatro componentes principales. Estos son
celulosa, polisacaridos no celulésicos (matriz amorfa: dividida en pectina y hemicelulosas), proteinas

(como la extensina) y polifenoles (Carpita y Gibeaut, 1993; McDougall et al, 1996) (Figura 5 A).

Carpita y Gibeaut (1993) proponen un modelo de pared celular para dicotiledones que estd basado en los
principales componentes (celulosa, pectinas, xiloglucanos, ramnogalacturonanos. arabinogalactanos y
extensina) y las interacciones predominantes en el medio dindmico (enlaces covalentes, puentes de
hidrogeno e interacciones ionicas). Este modelo de la pared celular primaria de dicotiledéneas propone
dos envolturas de distintas redes de polimeros: una red de celulosa-xiloglucanos interaccionando por
puentes de hidrogeno y enlaces covalentes y una red de polisacaridos pécticos sostenidos por enlaces de
calcio. Debido a la organizacion espacial de los componentes quimicos, en la pared celular se

distinguen dos factores: la microfibrilar y la amorfa (Aspinal, 1980; Darvill et al., 1980).

La sustancia intercelular o lamina media; es la capa mas externa, en muchos casos compartida
por mas de una célula. Se inicia como "placa celular", en el momento de la division celular. Es
amorfa y Opticamente inactiva. Se compone principalmente de compuestos pépticos (acido
péptico: union de moléculas de acido galacturdnico (enlaces o 1-4) esterificadas con metanol; y
cuando tienen baja esterificacion se conocen como pectatos o acido péctico, los cuales tienen la
capacidad de unirse a iones Calcio. Sus funciones son: determinar la porosidad de la pared celular,
proveer de una superficie de carga que modula el pH y el balance i6nico, y servir como receptor de
moléculas que emiten sefales para desarrollar respuesta a organismos simbioticos, patdogenos e
insectos (Carpita y Gibeaut, 1993; McDougall et al, 1996). La lamina media siendo la porcion exterior
de las células tiene un papel primario en la adhesion intercelular y las pectinas al constituir gran parte de
la pared celular y de la lamina media contribuyen a la fuerza mecanica de la pared y a la adhesion entre

las células (Carpita y Gibeaut, 1993).

La pared celular secundaria esta presente solo en algunos tipos celulares. Mucho mas gruesa que
la pared primaria. Es diferente a la pared primaria en estructura morfolodgica, composicion y
caracteristicas bioquimicas; ademas, es comun que su grosor se modifique a lo largo de la

superficie celular. Esta formada de celulosa y lignina (polimero del fenilpropano), y de otras
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moléculas que varian segin la célula (cutina, suberina, sales minerales, etc.) (Preston, 1979)

(Figura 5B).

1.9.1. Polisacéaridos de Pared Celular

Celulosas

Las fibras de celulosa forman el componente mas resistente de la pared celular, tanto a la
hidrolisis quimica como a la enzimatica. Estdn compuestas de cadenas no ramificadas de B-(1-4)-
D-glucano. La funcion de este polimero es la de formar el esqueleto y proveer de la forma y
fuerza a la pared celular. La celulosa de la pared celular le confiere rigidez y resistencia ante la
ruptura, mientras que las sustancias pécticas y las hemicelulosas le proporcionan plasticidad (Carpita y
Gibeaut, 1993). El grado de polimerizacion de la celulosa en las paredes celulares secundarias es
alto y definido, contrario a la pared celular primaria en la que el grado de polimerizacion de las

moléculas de celulosa es variable (Kato, 1980; McNeil et al., 1984).

Figura 6. Estructura de la glucosa

H OH  CH,OH H OH  CH,0H H OH  CH,OH
) 0 0,
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CH,OH H OH  CH,OH H OH  CH,OH H OH

Fuente: Carpita, 2006
Hemicelulosas

Las hemicelulosas pueden unirse mediante puentes de hidrogeno a la celulosa. Incluyen a los xilanos que
es un polisacarido formado por dos xilosas, representan el 5% de la pared celular primaria de
dicotiledoneas y el 20% de las paredes celulares secundarias en dicotiledoneas. También los xiloglucanos
piolisacarido formado por una cadena principal de xilosa y glucosa, estan presentes en este grupo y

forman el 20% de las paredes celulares primarias de dicotiledoneas ( Fry, 1988).
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Figura 7. Estructura de xiloglucano
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Pectinas

Las pectinas son polisacaridos de moléculas de acido D-galacturénico que estan unidas por enlaces o~(1-
4), algunos de cuyos grupos carboxilicos estan esterificados ya sea con metanol (metoxilados) 6 con 4cido
acético (acetilados). Las pectinas pueden presentar cadenas laterales de azlicares neutros como galactosa,
arabinosa, xilosa, entre otros mas (Blancas, 2001). La pectina cuenta con tres dominios caracteristicos:
homogalacturonanos, formados de cadenas no ramificadas de residuos de acido galacturonico y en
algunos bloques intercalados de ramnosa, galactosa y arabinosa (Garcia y Pefia V., 1995); un segundo
dominio formado por los ramnogalaturonanos tipo I, que representan el grupo mas abundante en
dicotiledoneas y estdn constituidos por una estructura formada por la repeticion del disacarido
galacturonil-ramnosil, del cual alrededor del 50% de la ramnosa presenta ramificaciones de azucares entre
los que predominan galactosa y arabinosa formando galactanos , arabinanos o arabinogalactanos
(Carpitan y Gibeaut 1993) y un tercer dominio constituidos por los ramnogalacturonanos tipo II, este
dominio es escaso en la pared celular primaria y esta formado por un eje rico de 4cido galacturénico y con
cadenas laterales que contienen 11 diferentes aziicares. De acuerdo a su solubilidad en agua, las pectinas
se clasifican en tres tipos: las protopectinas, polimeros de alto peso molecular insolubles en agua; los
acidos pectinicos o pectinas altamente metiladas, solubles en el agua (Mc Feeters y Armstrong, 1984) y
los acidos pécticos o pectinas poco metiladas (pectatos), que pueden interaccionar con iones y cuya

solubilidad depende de la cantidad de cationes a ellos asociados (Hudson y Buesscher, 1986).
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Figura 8. Estructura de Homogalacturonano y Ramnogalaturonano I
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1.9.2. Interacciones entre los componentes de la pared celular
Los componentes de la pared celular se unen entre si por medio de enlaces covalentes, i6nicos e
interacciones: hidrofobicas y puentes de hidrogeno. Aunque se tiene el conocimiento de todos y cada uno
de los enlaces quimicos e interacciones fisicoquimicas que se presentan en la pared celular es dificil
identificar con verdadera certeza los tipos de enlaces y los sustituyentes presentes en la intricada estructura

que constituye la pared celular (Talbott y Ray, 1992; Carpita y Gibeaut, 1993).

En los modelos actuales de organizacion de polimeros en paredes celulares primarias, se propone
que las microfibrillas estan embebidas en una matriz de proteinas y polisacaridos no celuldsicos
entretejidos como xiloglucanos y posiblemente arabinoxilanos y glucomananos (Talbott y Ray,

1992; Carpita y Gibeaut, 1993). Se ha previsto que una proporcion de estos polisacaridos estan
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unidos por puentes de hidrogeno a las superficies de microfibrillas de celulosa y por virtud de su
longitud, son capaces de interactuar con la superficie de mas de una microfibrilla y asi actiian
como un pegamento entre ellas. Dentro de la matriz hay varias posibilidades de formacion de
puentes de hidrogeno entre polisacaridos y varias opciones de interacciones idnicas y salinas
entre polisacaridos y proteinas (liyama et al., 1994). Los enlaces i6nicos son la forma de union
mas frecuente entre los polimeros que contienen grupos con carga eléctrica, ejemplos de lo
anterior son: a) el enlace idnico entre la extensina, con carga neta positiva, y los galacturonanos,
cargados negativamente; y b) el enlace que ocurre entre las cadenas del 4acido galacturénico con
los iones de calcio y que actiian como puentes idnicos entre residuos de galacturonano cargados
negativamente (Jarvis, 1982). Todas estas fuerzas no covalentes son necesarias para alcanzar una
estabilidad.

Enlaces glicosidicos entre cadenas de oligosacaridos y polisacaridos son posibles, a través del
hidroxilo hemiacetal al extremo final reductor de una cadena y un grupo hidroxilo de otra cadena.
Estas asociaciones se llaman sustituciones covalentes o entrecruzamientos (Talbott y Ray, 1992).

La interaccion entre los polimetros y sus enlaces mantiene la integridad de la pared celular, y explica
parcialmente sus propiedades fisicoquimicas, el aprovechamiento nutrimental de los polisacaridos por los
herbivoros, su uso comercial potencial, los mecanismos de las plantas para la tolerancia de factores

adversos, etc. (Fry, 1986).

1.9.3. Métodos para la evaluacion de pared celular.

La extraccion de cada grupo de polisacaridos de la pared celular es dependiente de sus
caracteristicas quimicas, de las interacciones con los otros componentes y de su localizacion en la
red de compuestos; por ejemplo, las sustancias pécticas son solubles en agua caliente,
disoluciones acuosas ligeramente acidificadas, y en disolucion acuosa de oxalato de amonio o de
otros agentes quelantes (O'Nelly et al., 1990). Sin embargo, la composicion y proporcion
extraida de las sustancias pécticas se modifica con el método y disolvente utilizado para su
extraccion, asi como con el tipo de tejido de la planta y con el estado de desarrollo de la pared

(Seveldran et al., 1985).

Las hemicelulosas son por definicion, insolubles en agua, pero se disuelven en alcalis, las
moléculas menos ramificadas tienden a requerir alcalis mas fuertes para solubilizarse. Las

hemicelulosas se puede extraer con NaOH o KOH, los cuales rompen enlaces éster, pero no por agentes
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quelantes en frio. De las hemicelulosas solubilizadas, una parte precipita al neutralizar la solucion
en las que estan solubilizadas (hemicelulosa A), el resto se obtiene precipitdndolas con etanol frio
agregado al sobrenadante (hemicelulosa B) (Southgate, 1976; Pefia y Ortega, 1984 y 1986). La
hemicelulosa A se caracteriza por tener alto peso molecular , insolubilidad en agua fria y bajo
contenido de acido glucourdnico y arabinosa, al contrario la hemicelulosa B que contiene
moléculas de bajo peso molecular, altamente ramificadas y solubles en agua, con alto contenido

de 4cido glucourénico y arabinosa (Dekker, 1979).

Para la solubilizacion de la celulosas se utiliza una solucion muy concentrada, alrededor de 20%
0 4M, de NaOH o KOH vy solo se solubiliza parcialmente; la alfa celulosa es insoluble en 17.5%
de NaOH; y generalmente queda en el residuo o fraccion de pared celular que no se solubiliza.

La celulosa aun con el uso de 4cidos y temperatura es dificil de hidrolizarse (Dekker, 1979).
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2.- OBJETIVOS

Objetivo General: Evaluar si existe relacion entre el nivel de complejidad de la interaccion
quimica de los componentes de la pared celular de la testa de diferentes variedades de frijol

y la tolerancia al ataque del gorgojo del frijol Zabrotes subfasciatus (Boheman)

Objetivo particular 1.- Determinar la facilidad de extraccion de la pared celular de la testa
de frijoles Negro Jamapa y Bayo para evaluar si existe relacion con su susceptibilidad al

ataque de Zabrotes subfasciatus (Boheman)

Objetivo particular 2.- Determinar la facilidad de extraccion de la pared celular de la testa
de frijoles Flor de Mayo y Mayocoba para evaluar si existe relacion con su tolerancia al
ataque de Zabrotes subfasciatus (Boheman)

Obijetivo particular 3.- Determinar el nivel de complejidad de la interaccion quimica de los
componentes de la pared celular de la testa de las variedades de frijol usadas para evaluar
su relacion con la susceptibilidad o tolerancia al ataque de Zabrotes subfasciatus

(Bohemman).
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3.-MATERIALES Y METODOS

3.1. Cuadro metodologico

OBJETIVO GENERAL

Evaluar si existe relacion entre la interaccion quimica de los componentes de la
pared celular de la testa de diferentes variedades de frijol y la tolerancia al ataque

del gorgojo del frijol Zabrotes subfaciatus.

Actividad Preliminar al Objetivo 1y 2

>

Evaluar el indice de Oviposicion de Zabrotes
subfasciatus en ocho variedades de frijol, de
donde se escogieron cuatro (dos tolerantes (MC y
FM) y dos susceptibles (NJ y B) a la oviposicion.

[P

|‘

OBJETIVO PARTICULAR 1

OBJETIVO PARTICULAR 2

(.

A
OBJETIVO PARTICULAR 3

/ ACTIVIDADES 1 \

3.3.1 Preparacion de la muestra:
» Separacion de la testa de
frijol del cotiledon.
» Congelacion de la testa.
» Molienda de la testa.
3.3.2 Obtencion del Residuo
Insoluble en Alcohol :
» Metanol al 80%
3.3.3 Obtencion de las diferentes
fracciones de la pared celular:
» CDTA 50 mM pH=8
» KOHall,5y20%
» Etanol al 85%
» Acido acético al 50% hasta
pH: 4.5
3.3.4 Determinacion de azlcares
totales.
3.3.5 Determinacion de acido

/ ACTIVIDADES 2
3.3.1 Preparacién de la muestra:
» Separacion de la testa de
frijol del cotiledon.
» Congelacion de la testa.
» Molienda de la testa.
3.3.2 Obtencién del Residuo
Insoluble en Alcohol :
» Metanol al 80%
3.3.3 Obtencidén de las diferentes
fracciones de la pared celular:
CDTA 50 mM pH=8
KOH al 1, 5y 20%
Etanol al 85%
Acido acético al 50% hasta
pH: 4.5
3.3.4 Determinacion de azicares
totales.
3.3.5 Determinacion de acido

YV VYV

J

K galacturonico
I

~

/

/ ACTIVIDADES 3 \
3.4.1 Determinacion de
azucares neutro por HPLC
en muestra insoluble:
Galactosa
Ramnosa
Xilosa
Arabinosa
Glucosa
Hidrolisis

YVYVVY

34.1.1 de 1la

muestra
3.4.1.2 Purificacion de la

kmuestra /

k galacturonico
v

[ ANALISIS DE RESULTADOS

|

v

[ CONCLUSIONES

|
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3.2. Material bioldgico

En este trabajo se emplearon cuatro variedades comerciales de frijol donadas por la
comercializadora “La Merced”(lotes de 5 kg por variedad): Flor de Mayo (Zacatecas ultima
cosecha 2005), Mayocba (Sinaloa ultima cosecha 2005), Bayo (Zacatecas tltima cosecha 2005) y
Negro Jamapa (Nayarit ultima cosecha 2005); las cuales, fueron seleccionadas previamente de
entre ocho variedades que se infestaron con Zabrotes subfasciatus, y donde se observd que
Negro Jamapa y Bayo fueron las mas susceptibles a la oviposicion del insecto mientras que Flor
de Mayo y Mayocoba fueron las mas tolerantes. Por esta razon se decidié trabajar con estas

cuatro variedades.

Actividades a los objetivos particulares 1y 2.

3.3.1 Preparacion de la muestra

Se realizo la preparacion de la muestra separando la testa de los cotiledones de las variedades
Flor de Mayo. Mayocoba, Negro Jamapa y Bayo con una navaja, posteriormente fue sometida la
cascara a molienda en un molino de cuchillas marca Arthur H. Thomas Co., Aparatos cientificos,
motor 4 HP de 1725 RPM; y las harinas resultantes se tamizaron por medio de una malla # 40

W. S Tyler, (425 pm).

3.3.2 Obtencion del Residuo Insoluble en Alcohol

Se colocaron 2.5 gramos de testa en un mortero, se le adicion6 nitrogeno liquido, una vez que el
tejido se congeld, se pulverizo con el pistilo hasta obtener una harina fina. Se adicionaron cuatro
volumenes de metanol al 80%. La suspension se transfiridé a un matraz con tapon, donde se hirvio
durante una hora con agitacion magnética (marca Thermolyne nuova II). Se centrifug6 (IEC
Centra 4B) a 5000 rpm por 15 minutos y se elimino6 el metanol por decantacion, obteniéndose el
residuo insoluble en alcohol.

3.3.3 Obtencion de las diferentes fracciones de pared celular

La pastilla se colocd en un matraz con tapon de rosca, se adicionaron cuatro volimenes de
Trans-1,2-Diaminociclo-hexano N,N’,N’-Treta Acido Acético (CDTA) 50 mM, pH 8 y se dejo
en agitacion por 2 horas, luego se centrifugd (centrigufa IEC Centra 4B) a 5000 rpm por 15

minutos a temperatura ambiente, se midid el volumen del sobrenadante y se guardo. Esta
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operacion de extraccion se repitio 2 veces mas, pero la segunda extraccion se llevo acabo durante
19 horas y la tercera durante 2 horas como la primera extraccion.

La pastilla se coloco en un matraz y se le adicion6 borihidruro y cuatro volumenes de KOH (1%,
5%, 20%) en relacion de 3 mg de borihidruro/ml de KOH. En seguida la pastilla se sometié a una
atmosfera de nitrogeno gaseoso de 3-5 minutos. Después se puso en agitacion magnética durante
2 horas con KOH 1%, se centrifugé a 7000 rpm por 15 minutos se midi6 el volumen del
sobrenadante y se guardd. En el caso de KOH 5% se puso en agitacidon magnética (marca
Thermolyne nuova II) durante 19 horas y se centrifugé a 7000 rpm por 15 minutos se midi6, el
volumen del sobrenadante y esté se guard6. Para KOH 20% se sometio a una agitacion magnética
durante 2 horas se midi6 el volumen del sobrenadante y se guardd. El precipitado se lavo con
agua destilada y se centrifugd a 7000 rpm por 15 minutos de 4-6 veces aproximadamente
dependiendo del tamafio de la muestra hasta alcanzar un pH 7, ya alcanzado el pH se hizo un
lavado con acetona y se centrifugd a 7000 rpm por 15 minutos. La pastilla se coloco en cajas de

aluminio para que se secara. El diagrama general de la extraccion se muestra en la figura (9).
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3.3. 4 Cuantificacion de azucares totales

Para la cuantificacion de azucares totales se empled el método de Fenol-Sulfurico que se
fundamenta en la reaccion especifica de carbohidratos con un grupo reductor o un grupo
potencialmente reductor mas fenol en un medio fuertemente acido (acido sulfirico) para formar un

compuesto colorido (amarillo-naranja ) derivado del furfural (Dubois et al., 1956).

Se tomdé un volumen no mayor de 500 pl de muestra (por triplicado), se adiciond agua
desionizada cbp 500 pl, luego se agregaron 300 pul de fenol acuoso al 5% (p/v), se agregé 1.8 ml
de acido sulfurico concentrado y se dejo reposar 10 minutos a temperatura ambiente. Se tomo la
lectura en una longitud de onda a 485 nm, en un espectrofotometro Sequoia-Turner, Modelo 340
(figura 10). Para calcular la concentracion del problema se realizo una curva patrén con una

solucién de glucosa a una concentracion de 200 mg/ml.

3.3.5 Cuantificacion de acido galacturonico

Para la cuantificacion de &cido galacturénico se empled el método espectrofotometrico, que se
fundamenta en la reaccion de carbohidratos con un grupo carboxilo (4cidos urénicos por ejemplo), mas
o-hidroxifenil en un medio oxidante agresivo (acido sulfurico caliente) con tetraborato para formar un

compuesto colorido ciclico (Blumenkrantz y Asboe-Hansen, 1973).

Se tomd un volumen no mayor de 400 pul de muestra (3 repeticiones por cada una), se adicion6 agua
desionizada cbp 400 pl, se agregd 2.4 ml de una solucion de tetraborato de sodio 0.0125 M en
acido sulfurico concentrado, luego se hirvio durante 5 minutos, se enfrio en agua con hielo
durante 1 minuto y se agregd al blanco 40 ul de NaOH al 5% (p/v) y a la muestra 40 pul de o-
hidroxifenil al 0.15% (p/v), se dejo 30 minutos a temperatura ambiente con agitaciones cada 10
minutos y se tomo la lectura en una longitud de onda a 520 nm, en un espectrofotometro Sequoia-
Turner, Modelo 340 (figura 10). Para calcular la concentracion del problema se realizo una curva

patrén con una solucion de glucosa a una concentracion de 1 mg/ml.
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Figura 10. Espectrofotometro para azucares y acidos galacturonicos

Actividades al objetivo particular 3

3.4.1 Cuantificacion de azucares neutros por Cromatografia de Liquidos de Alta Presion
(HPLC)

Se realizd en un cromatoégrafo marca Waters modelo 60F, con un detector de indice de refraccion
marca waters modelo 410, con una columna de 4.6 mm x 25 c¢m, con una fase estacionaria de
Supelcosil LC-NH2 (5 micrones) y una fase movil isocratica de Acetonitrilo:Agua (80:20), a una
temperatura del detector y la columna de 30°C, a un flujo de 1.3 ml/min y una sensibilida de 128.

3.4.1.2 HIDROLISIS DE LA MUESTRA

1. Se pesaron 5 mg de muestra seca en un tubo de fondo cénico

2. Se disolvieron en 850 pul de agua destilada a la muestra

3. Se agregaron 150 pl de Acido trifluoroacético (ATF) concentrado y se agito (con
precaucion)

4. Se colocaron los tubos tapados en un bloque de calentamiento a 121°C por 4 horas.

5. Se enfriaron los tubos y se evapor6 el ATF con nitrogeno gaseoso.

6. Se lavé con 1 ml de 2-propanol (isopropanol) evaporandolo con nitrégeno gaseoso las
veces que fue necesario hasta tener un pH=5.

7. La muestra seca se resuspendio en un 1 ml de agua destilada y se agito.
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3.4.1.3 PURIFICACION DE LA MUESTRA

1. Se empaco una columna Biorad con 0.5 ml de Polivinil-Polipirrolydona (PVPP), 0.5 ml de

Amberlita IRA 94 y 1.0 ml de Dowex 50 (X4).

2.
3.
4,

Se vertieron las resinas preparadas en la columna como se describe a continuacion.

Se lavo la columna con 5.0 ml de agua desionizada.

Se disolvid el extracto en 0.5 ml de agua desionizada. Se aplico a la columna y se dreno.
Se enjuag6 el eppendorf con otros 0.5 ml de agua y se dreno el agua de la columna. Se
anadieron 4.0 ml de agua desionizada y se colecto la muestra en tubos hasta obtener 5.0

ml.

. Se congel6 el extracto.

. Se centrifugd a 10,000 revoluciones por 3 minutos.

5
6
7.
8
9

Se filtré con acrodiscos de 0.45 um (u otros filtros de este tamafio).

. Se sec6 la muestra por liofilizacion.

. Se guard6 la muestra seca en refrigeracion hasta usarse.

10. Se resuspendieron las muestras en un volumen minimo (30-100 ml) de agua destilada y

se filtro (0.45 um), posteriormente se inyecto en el HPLC. Antes de inyectarse la muestra se

centrifugo 11,000 rpm (10-20 segundos)

3.5 Método Estadistico

Para el andlisis de los resultados se utilizd una prueba de comparacion por pares T-Student,

usando el programa origin V 4.5. Todas las pruebas se realizaron por triplicado, obteniéndose la

media, desviacion estandar y coeficiente de variacion.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Una forma de determinar la facilidad de extraccién de las fracciones que componen la pared
celular (PC) y su estructuracion, es decir, la interaccion quimica entre los diferentes polisacaridos
que la componen es mediante la solubilizacion secuencial de sus componentes con solventes de
diferente capacidad para romper los enlaces quimicos que la mantienen estable. Dependiendo de
la capacidad del solvente para “solubilizar” y del tipo de interaccion que exista entre los
polisacéridos de la pared celular, sera la cantidad de fraccion que se obtenga (Rose, 2003;
Southgate, 1991; Crescenzi et al, 1988). Esto puede complementarse con la determinacion del
contenido y composicion de azucares de los polisacaridos obtenidos. Aunque el contenido y
composicion de azlcares no permite el conocimiento detallado de la interacciéon quimica de la
pared celular, si da un indicativo de la misma. Es importante sefialar que una mayor interaccion
quimica se relaciona directamente con una pared celular mas fuerte que se refleja en un tejido
mas resistente.

Por lo explicado anteriormente, en el presente trabajo se cuantificaron las diferentes fracciones
solubles de pared celular obtenidas de las variedades de frijol tolerantes Flor de Mayo y
Mayocoba y las susceptibles Negro Jamapa y Bayo al ataque del insecto Zabrotes subfasciatus.

La cantidad de cada fraccion se cuantificd como azucares totales en la solucidn (tabla 10).

TABLA 10. Comparacion de las medias entre las diferentes fracciones de pared celular obtenidas
de la testa de las variedades de frijol comerciales tolerantes Flor de Mayo-Mayocoba y
susceptibles Negro Jamapa-Bayo a Zabrotes subfasciatus.

VARIEDAD FLORDE MAYOCOBA NEGRO BAYO
MAYO JAMAPA
Fracciones de g de g de g de gde
Pared Celular fraccién/100  fraccion/100g  fraccion/100g  fraccion/100 g
g de testa de testa de testa de testa
CDTA 2 HORAS 1.32% 0.64° 1.87° 1.68°
CDTA 19 HORAS 1.19° 0.77° 1.172 1.09°%
CDTA 2 HORAS 1.16° 0.81° 1.49° 1.122
KOH 1% 5.42° 3.88" 4.66° 5.30°
KOH 5% 7.25° 5.24° 3.38° 2.64°
KOH 20 % 8.25° 7.78% 7.95% 8.52°

* Medias con diferentes letras entre columnas indican diferencia estadisticamente significativa (P< 0.05)
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Los resultados obtenidos en las muestras solubles mostraron que, las fracciones de pared celular
de la testa, extraidas con CDTA, fueron menos abundantes y estadisticamente diferentes de las
otras variedades en frijol Mayocoba; seguido de Flor de Mayo y Bayo con valores similares y el
mas abundante en estas fracciones fue Negro Jamapa.

Las fracciones aisladas con KOH, fueron mas abundantes en la variedad Flor de Mayo seguido
por Mayocoba en la fraccion de KOH 5% y por Bayo en las fracciones de KOH 1y 20 % y por
ultimo Negro Jamapa (tabla 10).

Estos resultados se observaron mas claramente, al agrupar las fracciones de pared celular de
acuerdo a su fuerza de extraccion, es decir, el tipo de interaccion quimica que las mantiene
estables (tabla 11). Las dos fracciones obtenidas con CDTA (2 y 19 horas) estan unidas,
principalmente; por enlaces ionicos y serian pectinas formadas por cadenas de &cido
galacturénico con bajo grado de metilacion, que se unen a través de iones Calcio; ademas de
pectinas con alto grado de metilacion y solubles en agua, las cuales contribuyen en menor medida
a la interaccion quimica y fuerza de la pared celular (Waldron y Selvendran, 1992; Kon, 1968).

TABLA 11. Comparacion de las medias entre las fracciones de Pared Celular obtenidas de la

testa de las variedades de frijol comerciales tolerantes Flor de Mayo-Mayocoba y susceptibles
Negro Jamapa-Bayo a Zabrotes subfasciatus agrupadas por su fuerza de extraccion.

FLOR DE NEGRO

VARIEDAD MAYO MAYOCOBA JAMAPA BAYO

. . gde .

g de frdaecfcle(s)tna/loo gde f:jaecgggloo fraccion/100 g g de frdaecfelz(s)tna/loo
Fracciones de pared celular g g de testa 9
CDTA2HRS+CDTA 19 2 512" 1.41b 3.04° 2 77%
HRS

CDTA 2 HRS+KOH 1% 6.58° 4.69° 6.15° 6.42°
KOH 5%+ KOH 20% 15.5° 13.02° 11.33° 11.65°

* Medias con diferentes letras entre columnas indican diferencia estadisticamente significativa (P< 0.05)

Las siguientes fracciones, CDTA y KOH 1% pueden ser una mezcla de polisacaridos unidos por
enlaces idnicas como las pectinas de bajo metoxilo y enlaces covalentes débiles, probablemente
protopectinas, que son pectinas de alto peso molecular unidas por enlaces covalentes débiles a
hemicelulosas, que proporcionan una interaccion quimica y fuerza regular a la pared celular

(Rose, 2003; Kon, 1968).
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Por ultimo, las fracciones obtenidas con KOH 5y 20% que remueven cadenas de glicanos no
celulésicos y que generan un residuo de celulosa; estan unidas principalmente por enlaces
covalentes fuertes, y contribuyen en gran medida a la interaccion quimica y fuerza de la pared
celular y estan constituidas principalmente por hemicelulosas unidas a celulosas (Waldron y
Selvendran, 1992; Southgate, 1991).

Al analizar los datos de la tabla 2, se pudo confirmar que las fracciones que imparten menor
fuerza a la pared celular (CDTA 2+19 h) son menos abundantes en la variedad tolerantes
Mayocoba y mas abundantes en la variedad susceptibles Negro Jamapa, mientras que las
fracciones que contribuyen a la mayor fuerza de la pared celular KOH 5 y 20% son mas
abundantes en las variedades tolerantes Flor de Mayo y Mayocoba y mas escasas en Negro
Jamapa y Bayo (tabla 11). Estos resultados nos sugieren que las variedades de frijol tolerantes a
Zabrotes subfasciatus podrian tener una pared celular mas fuerte que las variedades susceptibles.
Porque como se menciond antes, la abundancia de fracciones y el tipo de solvente con el que se
extrae, tienen una relacion directa con la interaccion quimica y fuerza de la pared celular que se
refleja en el tejido, en este caso en la testa del frijol. (Waldron et al, 2003; Rose, 2003; Southgate,
1991).

Para tener mejor informacién del tipo de polisacéridos solubilizados y su posible interaccién en la
PC; se caracterizaron quimicamente las diferentes fracciones solubles de pared celular, mediante
el analisis de su composicion de &cido galacturonico (AG) y azucares neutros (AN) (la
abundancia de AN se obtuvo de la diferencia entre el contenido de azUcares totales (AT) y &cido

galacturdnico).

En las fracciones de pared celular agrupadas (tablas 12 y 13), se observo que las variedades de
frijol Negro Jamapa y Bayo tienen la mayor concentracion de acido galacturénico en todas las
fracciones y que Mayocoba es el que contiene menor cantidad. Ademas, se encontré que ain en
las fracciones més fuertes (KOH 5y 20 %), en donde ya no se esperaba tener grandes cantidades
de AG por la distribucion que se conoce de la pared celular en dicotiledoneas (Carpita y
McCann, 2000); las variedades susceptibles tienen concentraciones considerables de este

compuesto. Por otra parte, la abundancia de azucares neutros fue mayor en todas las fracciones
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para los frijoles tolerantes Flor de Mayo y Mayocoba con respecto a Negro Jamapa y Bayo (tabla
12).

TABLA 12. Composiciéon de las medias entre las fracciones obtenidas de la testa de Pared
Celular de las variedades de frijol comerciales tolerantes Flor de Mayo-Mayocoba y susceptibles
Negro Jamapa-Bayo a Zabrotes subfasciatus agrupadas por su fuerza de extraccion.

FLOR DE NEGRO
VARIEDADES MAYO  MAYOCOBA JAMAPA BAYO
(g de fraccién (g de fraccién (g de fraccion (g de fraccién

/100 g de testa) /100 g de testa) ~ /100 g de testa) /100 g de testa)
Fracciones de Pared Celular AG AN AG AN AG AN AG AN

CDTA 2 HRS +CDTA 19
HRS 1.7 0.8 072° 0.74* 219° 0.32° 2.60% 0.56°

CDTA 2 HRS+KOH 1% 58 3.18 1.68° 292 531 0.69° 596" 1.85°

KOH 5%+KOH 20% 3.4* 115 20° 111 4.13° 8.03° 3.09° 7.79°

* Medias con diferentes letras entre columnas de AG indican diferencia estadisticamente significativa (P< 0.05)
** Medias con diferentes letras entre columnas de AN indican diferencia estadisticamente significativa (P< 0.05)

Por otra parte, si se observa la relacion AN/AG (tabla 13) se ve mas claramente la mayor
cantidad de AG de las variedades Negro Jamapa y Bayo en todas las fracciones; por ejemplo, en
la fraccion de KOH 5y 20%, tienen una relacion de 2 y 2.5 AN por un AG respectivamente,
mientras que Flor de mayo y Mayocoba tienen 3.4y 5.6 AN por un AG.

TABLA 13. Relacion de azlcares neutros y acido galacturonico de las medias entre la
composicion de las fracciones obtenidas de la testa de Pared Celular de las variedades de frijol
comerciales tolerantes Flor de Mayo-Mayocoba y susceptibles Negro Jamapa-Bayo a Zabrotes
subfasciatus agrupadas por su fuerza de extraccion.

FLOR DE NEGRO BAYO
VARIEDADES MAYO MAYOCOBA JAMAPA (gde

(g de fraccion (g de fraccion (g de fracciéon  fraccion/100 g
/100 g de testa) /100 g de testa) /100 g de testa) de testa)

Fracciones de Pared

Celular AN/AG AN/AG AN/AG AN/AG
CDTA 2 HRS +CDTA
19 HRS 0.5% 1.03° 0.1° 0.2¢
CDTA 2 HRS+KOH 1% 0.6° 1.7° 0.1° 0.3
KOH 5%+KOH 20% 3.4° 5.6 1.9° 2.5

* Diferentes letras entre columnas indican diferencia estadisticamente significativa (P< 0.05)
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Estos resultados indican que los polisacaridos que se estan extrayendo de las variedades
susceptibles son ricos en AG; mientras que en las variedades tolerantes son mas abundantes en
azucares neutros. Esto fortalece la idea de que las variedades tolerantes, especialmente
Mayocoba, tienen una pared celular mas fuerte que las susceptibles. Pues se sabe que los
polisacéridos ricos en AG son principalmente pectinas, las cuales generalmente se encuentran
unidas a través de enlaces ionicos y puentes de hidrégeno, por lo tanto, son mas facilmente
solubilizadas, sobre todo con agentes quelantes, pero también con agua (Waldron y Selvendran,
1992; Kon, 1968). Por otra parte, la relacion de las pectinas con la fuerza de la pared celular se ha
estudiado principalmente en tejidos en desarrollo y maduracién de frutos y se ha observado una
mayor concentracion de pectinas en tejidos mas suaves como los de frutos maduros que indican
una relacién directa entre la mayor abundancia de pectinas y menor dureza del tejido (Stolle-
Smits et al, 1999).

Es importante sefialar que las variedades mas contrastantes, en cuanto a su pared celular, han sido

la variedad tolerantes Mayocoba y la variedad susceptibles Negro Jamapa.

Para seguir con el andlisis de los polisacaridos obtenidos de la PC de la testa de los frijoles
examinados, se requeria tenerlos sélidos y secos. Por eso, se precipitaron con etanol que es la
forma usual de recuperar los polisacéridos de la solucion (Southgate, 1991).

Las fracciones insolubles de pared celular de la testa, extraidas con CDTA fueron menos
abundantes en frijol Bayo y mas grande en Mayocoba. Las fracciones aisladas con KOH a
diferentes concentraciones fueron mas abundantes en la variedad Mayocoba sobre todo en las

concentraciones de 5y 20% de KOH y los valores mas bajos los tuvo el frijol Bayo (tabla 14).

Por otra parte, al agrupar las fracciones por su fuerza de extraccién, se observo (tabla 15) que las
que imparten menor fuerza a la pared celular (CDTA 2+19 h) son mas abundantes en la variedad
susceptibles Negro Jamapa y sorprendentemente menos abundantes en frijol Bayo, esto ultimo se
pudo explicar porque el rendimiento de la precipitacion fue muy bajo, pues sélo se recupero el
31% de la fraccion soluble cuantificada quimicamente (tabla 16), lo que significa que realmente

no se extrajo menos cantidad de esta fraccion, sino que se perdié en el sobrenadante.
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TABLA 14. Comparacion de las medias entre las diferentes fracciones insolubles de Pared
Celular obtenidas de la testa de las variedades de frijol comerciales resistentes Flor de Mayo-
Mayocoba y sensibles Negro Jamapa-Bayo a Zabrotes subfasciatus.

Peso seco en gramos/100 g de testa

Fracciones de Pared FLORDE MAYOCOBA NEGRO BAYO
Celular MAYO JAMAPA
CDTA 2 hrs. 0.27% 0.54 0.39° 0.30°
CDTA 19 hrs. 0.99% 0.81° 1.01° 0.56°
CDTA 2 hrs. 0.74° 1.11° 0.78° 0.34°
KOH 1% 5.67° 1.71° 4.94° 5.21°
KOH 5% 4.46° 5.12° 4.23° 3.01°¢
KOH 20% 6.79° 9.9 6.68° 5.97°
Residuo 21.32° 19.19° 16.74° 21.32°

* Medias con diferentes letras entre columnas indican diferencia estadisticamente significativa (P< 0.05)

Las fracciones de fuerza intermedia son mas abundantes en Flor de Mayo, aunque Negro Jamapa
y Bayo no fueron estadisticamente diferentes. Mientras que las fracciones que contribuyen a una
mayor interaccion quimica y fuerza de la pared celular KOH 5y 20% son méas abundantes en la

variedad tolerantes Mayocoba.

TABLA 15. Comparacion de las medias entre las fracciones insolubles obtenidas de la testa de
Pared Celular de las variedades de frijol comerciales tolerantes Flor de Mayo-Mayocoba y
susceptibles Negro Jamapa-Bayo a Zabrotes subfasciatus agrupadas por su fuerza de extraccion.

Peso seco en gramos/100 g de testa
Fracciones de Pared Celular FLORDE MAYOCOBA NEGRO

MAYO JAMAPA BAYO
CDTA 2 hrs.+ CDTA 19 hrs 1.26% 1.35% 1.4° 0.86"
CDTA 2 hrs+KOH 1% 6.41% 2.82° 5.728 5.55°
KOH 5% + 20% 11.25° 15.02° 10.91° 8.98°
Residuo 21.32% 19.19% 16.74° 21.32°

* Medias con diferentes letras entre columnas indican diferencia estadisticamente significativa (P< 0.05)

Por ultimo el residuo, que es la parte de la PC que tiene mayor interaccion quimica y le da mayor
fuerza, esta formado principalmente por celulosa. El valor de residuo mas alto se obtuvé en Flor
de Mayo, aunque de manera inesperada Bayo tuvo la misma cantidad de residuo y Negro Jamapa,

como se esperaba, tuvo la menor cantidad de residuo.
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Al comparar los resultados de la tabla 2 con la 6, se pudo observar (tabla 16) que la cantidad de
las fracciones de polisacaridos que se precipitaron con etanol fueron menores que las solubles,
sobre todo en las fracciones de CDTA 2 + 19 horas en donde, con excepcion del frijol Mayocoba,
se obtuvieron bajos porcentajes de recuperacion, siendo el mas drastico para Bayo. Esto pudo
deberse a que el tamafio de los polisacéaridos solubles era pequefio y/o existian también
oligosacaridos y monosacaridos; pues se sabe que con EtOH al 85%, no precipitan oligosacaridos
0 polisacéridos de bajo peso molecular (Southgate, 1991). El alto porcentaje de recuperacion en
las otras dos fracciones donde los polisacaridos extraidos tienen una mayor estructuracion y por
lo tanto un alto peso molecular, confirmarian lo sefialado anteriormente (tabla 16). Por otra parte,
el hecho de que en Mayocoba se recuperara casi el 100% de la fraccion de CDTA 2 + 19 horas
nos indica que sus polisacaridos que la forman serian de alto peso molecular y/o que no sufrié
una hidrolisis durante la extraccion, lo que implicaria una fraccion de pectinas con mayor

interaccién quimica.

TABLA 16. Porcentaje de recuperacion de las diferentes fracciones solubles cuantificadas
quimicamente después de precipitarlas con etanol al 85% obtenidas de la testa de Pared Celular
de las variedades de frijol comerciales tolerantes Flor de Mayo-Mayocoba y susceptibles Negro
Jamapa-Bayo a Zabrotes subfasciatus agrupadas por su fuerza de extraccion.

Porcentaje de Recuperacion de Fracciones
Fracciones de Pared Celular FLORDE MAYOCOBA NEGRO

MAYO JAMAPA BAYO
CDTA 2 hrs.+ CDTA 19 hrs 50 96 46 31
CDTA 2 hrs+KOH 1% 97 60 93 86
KOH 5% + 20% 73 100 96 7

Debido a la pérdida de azlcares por la precipitacion con etanol era importante determinar si los
polisacaridos precipitados eran diferentes a los solubles; por eso se realizd el analisis de la
composicion quimica de las fracciones insolubles agrupadas por su fuerza de extraccion. Los
resultados obtenidos mostraron que, las variedades tolerantes Flor de Mayo y Mayocoba tienen
una alta concentracion de AN en la fraccion mas débil, extraida con CDTA; mientras que las
variedades susceptibles son abundantes en AG en la misma fraccion incluyendo CDTA-KOH

1%, que es mas fuerte que la primera (tabla 17).
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TABLA 17. Composicion de las medias entre las fracciones insolubles obtenidas de la testa de
Pared Celular de las variedades de frijol comerciales tolerantes Flor de Mayo-Mayocoba y
susceptibles Negro Jamapa-Bayo a Zabrotes subfasciatu agrupadas por su fuerza de extraccion.

FLOR DE NEGRO
VARIEDADES MAYO MAYOCOBA  JAMAPA BAYO
(ug de fraccion (ug de fraccion (ug de fraccion  (ug de fraccion
/mg de fraccion)  /mg de fraccion) /mg de fraccion) /mgde fraccion)
Fracciones de Pared Celular AG AN AG AN AG AN AG AN

CDTA2HRS +CDTA 19

HRS 208%  702°" 525" 475" 708° 292°  705°  295°
CDTA 2 HRS+KOH 1% 578% 422  663* 337"  824° 176° 825" 175°
KOH 5%+KOH 20% 338  662°  310°  690°  492° 508" 372 628°

* Medias con diferentes letras entre columnas de AG indican diferencia estadisticamente significativa (P< 0.05)
** Medias con diferentes letras entre columnas de AN indican diferencia estadisticamente significativa (P< 0.05)

Es importante sefialar que en las variedades tolerantes existe mayor cantidad de AG que de AN
en la fraccion CDTA-KOH1% aunque siguen siendo menores que las variedades susceptibles.
Por ultimo, la composicion de la fraccion mas fuerte de la PC (KOH 5 y 20%) fue rica en AN en

las cuatro variedades de frijol, teniendo la mayor cantidad la variedad Mayocoba.

Por otra parte, al analizar la relacion de AN/AG (tabla 18), se pudo observar mejor lo siguiente:
a) la variedad Flor de Mayo tiene una gran cantidad de AN en la fraccion de pectinas, es decir,
que posiblemente tiene una pectina altamente ramificada. Esto se confirmo al analizar el
contenido de azUcares neutros en esta fraccion (figura 8); b) que la variedad Negro Jamapa tiene
una relacion mayor de AU en todas las fracciones; ¢) que Mayocoba junto con Flor de Mayo
tienen mayor cantidad de AN que las variedades susceptibles y d) que el contenidos de AN, en la
fraccién mas fuerte, es mayor para la variedad tolerantes Mayocoba y menor para la variedad

sensible Negro Jamapa.
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TABLA 18. Relacion de azlcares neutros y acido galacturénico de las medias entre la
composicion de las fracciones insolubles obtenidas de la testa de Pared Celular de las variedades
de frijol comerciales tolerantes Flor de Mayo-Mayocoba y susceptibles Negro Jamapa-Bayo a
Zabrotes subfasciatus agrupadas por su fuerza de extraccion.

FLOR DE NEGRO
VARIEDAD MAYO MAYOCOBA JAMAPA BAYO
(ug de (ug de (ug de (ug de
fraccion/mgde  fraccion/mg de  fraccion/mg de  fraccién/mg de
UNIDADES fraccion) fraccion) fraccion) fraccion)
Fracciones de Pared
Celular AN/AG AN/AG AN/AG AN/AG
CDTA 2 hrs + 19 hrs 2.36" 0.90° 0.41° 0.42°
CDTA 2 hrs + KOH 1% 0.73° 0.50° 0.20° 0.21°
KOH 5% + KOH 20% 1.96° 2.23° 1.03° 1.69°

* Medias con diferentes letras entre columnas indican diferencia estadisticamente significativa (P< 0.05)

Lo que se observo al comparar la composicion de las fracciones solubles y precipitadas, es que en
algunos casos, sufrieron cambios en su composicion y que estos fueron debidos principalmente a
las pérdidas de azucares de bajo peso molecular que no pudieron precipitar y se quedaron en el
sobrenadante.

Por ejemplo, en la fraccion de pectinas (CDTA 2 + 19 hrs.) del frijol Mayocoba que
practicamente obtuvo el 100% de recuperacion de la fraccion, su composicion fue basicamente la
misma (comparar tablas 13 vs 18), mientras que en la variedad Bayo, que tuvo un 31% de
recuperacion de esta misma fraccion, la composicién si cambio, pues paso de tener una relacion
de 1 AN vs 5 AG en la fraccion soluble a 1 AN vs 2 AG en la precipitada, es decir, que se perdio
principalmente AG. Esto sugiere que una fraccion rica en AG se hidrolizo durante la extraccion,
disminuyendo su peso molecular y por eso no precipito, lo que es una sefial de su baja
estructuracion. Esto misma tendencia se observé en la variedad Negro Jamapa, pero el cambio
fue mas dréastico, pues paso de una relacion de 1 AN vs 10 AG a 1 AN vs 2 AG (comparar tablas
13 vs 18), lo que nos esta indicando una fraccion poco estructurada y mas fragil que la de Bayo.
Esto se pudo confirmar al analizar la composicion de la fraccion de CDTA 2 + KOH 1% en
donde se observo una pérdida considerable de AG en la variedad Negro Jamapa pero en Bayo ya

no. Estos resultados confirman que la PC de la testa de Negro Jamapa tiene menos interccion
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quimica y por lo tanto menos fuerte que las otras variedades. Mientras que la PC con mas
interaccion quimica seria la de Mayocoba.

Para complementar la informacion que nos permitiera inferir la interaccion quimica de los
componentes de la pared celular de la testa de las diferentes variedades de frijol, se realizo la
identificacion de los azucares presentes en las fracciones precipitadas.

Los resultados obtenidos mostraron lo siguiente:

a) que las variedades susceptibles tienen un alto contenido de homogalacturonano en todas las
fracciones, incluida la que tiene mas interaccion quimica que es la de KOH 5 + 20%, en donde se
encontrd hasta un 50% de este polisacarido en la variedad Negro Jamapa (figura 13). Mientras
gue en las otras dos fracciones CDTA 2 + 19 hrs (figura 11) y CDTA 2 + KOH 1% (figura 12), se
encontrd 70 y 82 % de homogalacturonano respectivamente. Estos datos refuerzan la idea de que
la PC de la testa de Negro Jamapa tiene una menor interaccion quimica que las otras variedades
lo que la hace mas facil de ser atacada por Z. subfasciatus y esto se refleja en su mayor

susceptibilidad.

CDTA 2 HRS +19 HRS
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FIGURA 11. Composicién de azUcares neutros y acido galacturdnico de las fracciones insoluble
de CDTA 2 hrs + CDTA 19 hrs obtenidas de la PC de testa de las variedades de frijol
comerciales tolerantes Flor de Mayo (FM) y Mayocoba (MC) y susceptibles Negro Jamapa (NJ)
y Bayo (B) a Zabrotes subfasciatus.
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b) las variedades tolerantes tienen Ramnogalacturonano | (figuras 8-10), indicado por la
presencia de ramnosa y acido galacturénico que forman la cadena principal del polisacarido y

arabinosa y galactosa unidos como cadenas laterales.
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FIGURA 12. Composicion de azlcares neutros y acido galacturénico de las fracciones insoluble
de CDTA 2 hrs + KOH 1% obtenidas de la PC de testa de las variedades de frijol comerciales
tolerantes Flor de Mayo (FM) y Mayocoba (MC) y susceptibles Negro Jamapa (NJ) y Bayo (B) a
Zabrotes subfasciatus (Boheman).

Esto es relevante porque se ha demostrado que la presencia de este polisacarido, en especial por
sus cadenas laterales de galactosa, imparte una mayor fuerza a la pared celular, debido a una
mayor estructuracion de estos azlcares con las fracciones de hemicelulosa e incluso celulosas
(Pérez-Almeida y Carpita, 2006; Willats et al, 2001; Stolle-Smit et al, 1999). Es importante
sefialar que en Flor de Mayo se detectd este polisacarido en las fracciones de CDTA 2 + 19 hrs
(figura 11) y CDTA 2 + KOH 1% (figura 12), mientras que en Mayocoba se detect6 en la
fraccion de CDTA 2 + 19 hrs (figura 11) e incluso en la de mayor fuerza KOH 5 + 20% (figura
13), lo que nos sugiere una mayor interaccén quimica de la PC de esta variedad. Esta mayor
interaccion quimica se refleja en una mayor dureza de la testa y a su vez en una mayor tolerancia

al ataque de Z. subfasciatus.
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FIGURA 13. Composicion de azlcares neutros y &cido galacturonico de las fracciones insoluble
de KOH 5% + KOH 20% obtenidas de la PC de testa de las variedades de frijol comerciales
tolerantes Flor de Mayo (FM) y Mayocoba (MC) y susceptibles Negro Jamapa (NJ) y Bayo (B) a
Zabrotes subfasciatus (Boheman).
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5. CONCLUSIONES

B4 La facilidad de extraccion de la pared celular de la testa de frijoles susceptibles al
ataque de Zabrotes subfasciatus es mayor a la de frijoles tolerantes.

&4 La extraccion de la pared celular de la testa de frijol Negro Jamapa fue mas facil
que la de las otras variedades.

B4 La pared celular de la testa del frijol Mayocoba fue la mas dificil de fraccionar de
las variedades evaluadas.

&4 La pared celular de la testa de los frijoles mayo coba y Negro Jamapa tuvieron la
mayor y la menor interaccion quimica respectivamente de las variedades evaluadas.

&4 Por lo tanto, se puede inferir que si existe una relacion entre la interacciéon quimica
de los componentes de la pared celular de la testa de los frijoles evaluados y el
grado de tolerancia al ataque del gorgojo del frijol Zabrotes subfasciatus.

o1



6. RECOMENDACIONES

B4 Para continuar con la caracterizacion de los polisacaridos que forman la pared

celular de la testa de las diferentes variedades de frijol seria importante analizarlos
por medio de:

a) Cromatografia de permeacion en gel y de intercambio ionico.

b) Ademas de realizar el analisis de los enlaces glicosidicos de las fracciones
seleccionadas

&4 Teniendo en cuenta que la pared celular esta formada por otros componentes
(proteinas, taninos y ligninas) que son minoritarios pero pueden influir en su
interaccidn quimica, seria importante cuantificarlos y evaluar si existen diferencias
entre los materiales con que se trabajaron.
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