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| RESUMEN

En México, el estado de Sinaloa es lider en la produccién y exportacion de
garbanzo blanco (Cicer arietinum L.), una de las leguminosas de mayor importancia
en la nutricibn humana al ser una buena fuente de proteinas, carbohidratos y
compuestos bioactivos con propiedades benéficas para la salud. El éxito del cultivo y
comercializacién de garbanzo depende del desarrollo de materiales competitivos, los
cuales a la fecha se han obtenido por mejoramiento tradicional atendiendo
principalmente caracteristicas agronémicas. Este proceso podria facilitarse mediante
el uso de seleccion asistida por marcadores moleculares. Ademas, dicha seleccion
podria incorporar mayor valor agregado al grano si se relaciona con buenas
propiedades nutrimentales y nutracéuticas. Por ello, el objetivo del presente trabajo
fue determinar la asociaciébn entre marcadores moleculares y el contenido de
proteina, almidon y fitoquimicos en genotipos de garbanzo. Se utilizaron 15
genotipos (9 tipo desi y 6 tipo kabuli) y se propagaron en el campo. Se les extrajo
ADN y se analizaron con 30 microsatélites para determinar su variabilidad genética.
También se determiné el perfil de las principales proteinas de almacenamiento
(albuminas y globulinas) por electroforesis, carotenoides y compuestos fendlicos por
cromatografia liquida de alta resolucion, asi como el contenido y composicion de
almidon del grano. El perfil de globulinas mostr6 una mayor acumulacion de
Leguminas 11S y Vicilina 7S. La fraccion albuminas presenté una amplia variabilidad
entre los genotipos y una mayor proporcion de Albumina 2S. Los principales
carotenoides identificados fueron luteina, zeaxantina y -caroteno, mientras que en el
caso de compuestos fenolicos se encontraron los flavonoides catequina, miricetina,

genisteina, quercetina y kaemferol, asi como los acidos fendlicos galico, p-
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hidroxibenzoico y siringico. Se encontré una amplia variabilidad en el contenido de
estos compuestos, con una mayor acumulacién de carotenoides y flavonoides en los
genotipos tipo desi (granos de diferentes colores), mientras que los tipo kabuli
(granos beige o crema) presentaron mayor contenido de &cidos fendlicos. El almidon
total varié de 37.3 a 53.0 g/100 g harina y la amilosa de 20.4 a 31.4 g/100 g almidén.
La variacion de estas caracteristicas y otras de calidad del grano determinadas
previamente se utilizé para establecer asociaciones con los marcadores moleculares.
Se encontré una asociacién significativa (p<0.01) entre las caracteristicas y algunos
marcadores moleculares reportados previamente en garbanzo ligados al contenido
de proteina, peso y color del grano, destacando TA118 que se asocio con la mayoria
de ellas. Los resultados demuestran una amplia variabilidad en caracteristicas
nutrimentales y nutracéuticas de los genotipos de garbanzo, lo cual permitié
identificar marcadores moleculares con potencial uso en la seleccién asistida de

caracteristicas de interés alimentario en programas de mejoramiento de garbanzo.



ABSTRACT

In Mexico, Sinaloa state is the main producer and exporter of white chickpea
(Cicer arietinum L.), one of the most important legumes in human nutrition because it
represents a good source of proteins, carbohydrates and bioactive compounds with
beneficial health effects. The success of the cultivation and marketing of this legume
depends on the development of competitive materials, which up to date has been
conducted by conventional breeding based just on agronomic traits. This process
could be facilitated by using marker-assisted selection. Moreover, this selection could
incorporate added value to the grain by taking into account nutritional and
nutraceutical properties. Therefore, the objective of this study was to determine the
association between molecular markers and protein, starch and phytochemicals
content in chickpea genotypes. Fifteen chickpea genotypes were selected (9 desi
type and 6 kabuli type) and propagated in the field. DNA was extracted from each
genotype and probed with 30 microsatellites to determine the genetic diversity.
Fractions of the major storage proteins (albumin and globulin) were separated by
electrophoresis, carotenoids and phenolic compounds profiles were analyzed by high
performance liquid chromatography, while starch content and composition were
determined using commercial kits. The globulin fraction revealed a greater
accumulation of 11S legumins and 7S vicilins, while albumin fraction showed a wide
variability among the genotypes and a higher proportion of 2S albumins. The main
carotenoids identified were lutein, zeaxanthin and [B-carotene, while the identified
phenolic compounds included the flavonoids catechin, myricetin, genistein, quercetin,
and kaempherol, as well as the phenolic acids gallic, p-hydroxybenzoic and syringic.

The genotypes showed a wide variability in the levels of these compounds; greater
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accumulation of carotenoids and flavonoids were observed in desi genotypes (grains
of different colors), while kabuli genotypes (beige or cream grains) had higher levels
of phenolic acids. Starch content varied from 37.3 to 53.0 g/100g flour and amylose
from 20.4 to 31.4 g/100g starch. The variability of these characteristics and other
grain quality traits previously determined were used to establish associations with
molecular markers. The characteristics showed a significant association (p<0.01) with
some molecular markers previously reported to be linked to protein content, seed
weight and color, highlighting the TA118 marker that showed association with the
majority of the characteristics. The results showed a wide variability in nutritional and
nutraceutical characteristics of the chickpea genotypes that allowed to identity

molecular markers with potential use in breeding programs for chickpea quality traits.



I INTRODUCCION

El garbanzo (Cicer arietinum L.) constituye un recurso alimenticio de gran
importancia en la dieta humana debido a su alto valor nutritivo, ya que es una buena
fuente de proteinas, carbohidratos, fibra dietaria, acidos grasos insaturados y
minerales (Ladizinsky 1995); ademas, posee diversos compuestos fitoquimicos con
actividades biolégicas, entre los que destacan compuestos fendlicos y carotenoides
(Chavan y col 1987; 1989) a los cuales se les atribuyen distintas propiedades
benéficas para la salud (Duefias y col 2004).

El garbanzo se encuentra dentro de las tres leguminosas mas importantes a nivel
mundial, después del frijol y el chicharo, con una produccién en el afio 2013 de
13,118,698 ton (FAOSTAT 2015). México ocupd el sexto lugar en produccion
mundial con 209,941 ton, siendo el estado de Sinaloa lider nacional en produccion,
aportando 122,246 ton para el mismo afio (SAGARPA 2015). Sinaloa también ocupa
un lugar importante en el mercado de exportacion compitiendo con paises como
Turquia, Espafia y Australia (FAOSTAT 2015).

Las exigencias de cultivo y comercializacion de esta leguminosa requieren el
desarrollo constante de nuevos materiales, lo cual a la fecha se ha realizado
mayormente mediante esquemas de mejoramiento tradicional. Este proceso podria
facilitarse mediante seleccion asistida por marcadores moleculares asociados a
caracteristicas de interés agroalimentario. En este sentido, en los ultimos afios ha
habido grandes avances en el andlisis del genoma del garbanzo, dando lugar a la
caracterizacion de un gran namero de marcadores moleculares (Huttel y col 1999;
Sethy y col 2006b; Varshney y col 2007; Choudhary y col 2009; Hiremath y col 2012;

Kujur y col 2013), al desarrollo de varios mapas genéticos (Nayak y col 2010; Thudi y
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col 2011), a la identificacion de marcadores o loci de caracteres cuantitativos (QTL)
asociados con caracteristicas de interés (Pfaff 2003; Abbo y col 2005; Varshney y col
2013a; Thudiy col 2014) y a la secuenciacion del genoma (Varshney y col 2013b).

En Sinaloa, a partir del establecimiento del Campo Experimental Valle de
Culiacan (CEVACU) del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) a principios de la década de 1960, se inicié el estudio cientifico
de la problematica del garbanzo en la region, dando lugar a la introduccién y
formacion de nuevas variedades (Manjarrez y col 2003). Mediante la introduccién y
evaluacion de germoplasma de los diferentes centros como el Instituto de
Investigacion Internacional de Cultivos para las Zonas Tropicales Semiaridas
(ICRISAT) y Centro Internacional de Investigaciones Agricolas en Zonas Aridas
(ICARDA) se lograron detectar genotipos con resistencia a la “rabia”, enfermedad
ocasionada por hongos del género Fusarium. Sin embargo, se requiere la
caracterizacion molecular de estos materiales para identificar marcadores
moleculares asociados con caracteristicas de interés agroalimentario para apoyar en
el mejoramiento del cultivo del garbanzo. Ademas de las caracteristicas de
resistencia y calidad del grano, también es importante tomar en cuenta
caracteristicas de tipo alimentario (funcionales, nutricionales y nutracéuticas) para
darle un mayor valor agregado a la produccion de esta leguminosa y expandir su
mercado, por lo que el objetivo del presente trabajo fue determinar la asociacion
entre marcadores moleculares y el contenido de proteina, almidon vy fitoquimicos de

genotipos de garbanzo (Cicer arietinum L.).



[l REVISION DE LITERATURA

A ASPECTOS GENERALES DEL GARBANZO
1 Origen y biologia

Diversos investigadores sugieren que el centro de origen del garbanzo (Cicer
arietinum L.) se sitia en el sureste de Turquia, basandose en la presencia de
diferentes especies anuales silvestres fuertemente relacionadas con el garbanzo: C.
reticulatum Ladizinsky y C. echinospermun (Ladizinsky 1975). Evidencias de caracter
botanico y arqueolégico sugieren que el garbanzo fue domesticado en Medio Oriente
y ampliamente cultivado en la India, Cuenca Mediterranea y Etiopia desde la
antigledad, extendiéndose posteriormente a América y Australia. Durante el siglo
XVI, los Espafioles y Portugueses introdujeron el garbanzo al continente Americano,
donde las condiciones ambientales favorables permitieron su rdpida expansion,
principalmente en México, llegando a ser un producto de gran importancia comercial,
lo que origin6 que se convirtiera en el principal competidor del garbanzo producido en
Espana (ASERCA 1997).

Los genotipos de garbanzo se dividen en tipo desi y kabuli; los primeros se
caracterizan por poseer granos coloridos y tamafio pequefio, cuyo cultivo data de
hace unos 5000 afios en la India y regiones tropicales semiaridas. Los de tipo kabuli
fueron desarrollados posteriormente por seleccion y mutaciéon (Singh y Ocampo
1997), los cuales poseen granos mas grandes y de color claro.

En lo que respecta a su taxonomia, el garbanzo pertenece a la familia
FABACEAE, subfamilia Papilionoides, tribu Cicereae, género Cicer (Cuadro 1), él

cual comprende 43 especies, 9 anuales y 34 perennes (Taylor y Ford 2007; Singh 'y
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Cuadro 1. Taxonomia del garbanzo.

Categoria  Ejemplo
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Fabales
Familia FABACEAE
Subfamilia  Papilionaceae
Tribu Cicereae
Género Cicer
Subgénero  Pseudononis
Seccion Monocicer
Serie Arietina
Especie arietinum

Taylor y Ford (2007)



col 2008a), siendo Cicer arietinum L. la Unica especie domesticada, agrondémica y
econdmicamente importante (Crispin y Lopez 1976). Dentro de la subfamilia
Papilionoides se encuentran esencialmente la totalidad de los cultivos de
leguminosas importantes como el garbanzo, el cual estd mas estrechamente
relacionado con cultivos como la alfalfa (Medicago sativa), trébol (Trifolium spp.),
chicharos (Pisum sativum) y lenteja (Lens culinaris) (Varshney y col 2013a).

La planta de garbanzo se reproduce por autofecundacién. A este tipo de plantas
se les conoce como plantas autégamas y se caracterizan porque las anteras liberan
el polen sobre el propio estigma, que esta receptivo, con la flor cerrada, evitando de
esta manera la entrada de polen extrafio (Cubero 2002). Dicha planta es anual con
una altura que varia entre 30 a 70 cm. El follaje esta cubierto de pelos glandulares
que secretan exudados altamente acidos que se consideran importantes por conferir
tolerancia a las plagas de insectos, tales como el barrenador de la vaina. Las hojas
son compuestas, dispuestas en una forma alternada con 11 a 13 foliolos. Las flores
son axilares, solitarias o en inflorescencias de dos o tres, de color blanco, rosa,
purpura o azul. La planta cuenta con un sistema de raices profundas y se considera
un cultivo resistente. Produce nddulos en comun con otras leguminosas y es eficiente
en la fijacién de nitrogeno atmosférico, asi como en la absorcion de fésforo en los

suelos que contienen bajas cantidades del mismo (ICRISAT 2015).

2 Estructura del grano
El grano de garbanzo presenta tres componentes principales: la cubierta o testa
de la semilla, los cotiledones y el embridon (Figura 1). La testa corresponde a la capa

mas externa del grano, la cual por lo general es moderadamente gruesa y sus
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Figura 1. Estructura del grano de garbanzo (Cicer arietinum L.).

Kadam y col (1989).
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células se asocian con la dureza del grano. Cuando dicha cubierta se remueve por
remojo, el endospermo se libera con ella. En la mayoria de las leguminosas, el
endospermo en la madurez se reduce a una pequefia capa alrededor del cotiledon o
embrién (Kadam y col 1989). En cuanto al cotiledon, éste representa alrededor del
84% del peso del grano seco y contiene granulos de almidén embebidos en una
matriz proteinica que esta formada de cuerpos proteinicos (Cubero 1987; Chavan y
col 1989).

El garbanzo también posee estructuras externas, las cuales son el hilio (hilium),
micrépilo y rafé. El hilio es una larga cicatriz oval que aparece hacia la mitad de la
madurez, donde la semilla se desprende del tallo. Muestra una gran diferencia en
forma y tamafio, variando desde redonda a oblonga y de oval a eliptica. El micrépilo
es una pequefia apertura en la cubierta de la semilla hacia el lado del hilio y es el
sitio donde el tubo polinico se introduce al ovario. Dicha estructura estd situada
debajo del hilio y varia desde circular y triangular a una forma de tenedor. El rafé es
un canal hacia el lado del hilio y opuesto al micropilo, representa la base del tallo, él
cual se fusiona con la cubierta del grano durante la madurez. A lo largo de la cubierta
de la semilla, tanto el hilio y el micrépilo han sido relacionados con la permeabilidad
de la testa o absorcion de agua de las leguminosas (Cubero 1987; Kadam y col
1989).

La parte restante del grano estd compuesta por la estructura embrionaria, la cual
incluye a la raiz y un eje embrionario corto localizado por encima y debajo del
cotileddn, el cual tiene diversas hojas foliadas y termina en la punta del tallo. La

plumula o tallo embrionario esta bien desarrollado en la semilla y esta localizado
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entre los dos cotiledones. Asi mismo, la radicula y raiz embrionaria casi no tienen
proteccién, excepto por la que provee la cubierta de la semilla (Kadam y col 1989).

El garbanzo se divide en diferentes tipos basandose en las caracteristicas de su
semilla y distribucién geografica. Comercialmente se manejan dos tipos: desi y
kabuli. El tipo desi, cuyo origen es en India, presenta flores moradas y sus granos
son pequefos, angulares y pueden ser de color café, marrén, amarillo, naranja,
negro o verde (Chavan y col 1989; Knights 1994; Pittaway 2006; Wood y col 2008).
Este tipo de garbanzo se sitla en el peso de 12 a 20 g por 100 granos y es producido
en el subcontinente Indio, en Africa Oriental, Asia Central y a un grado limitado de la
palangana de Mediterraneo (Cobos y col 2007). En México, el tipo desi se emplea
principalmente en la alimentacién animal (Oplinger y col 1997).

El garbanzo tipo kabuli es originario de las regiones del Mediterraneo y Medio
Oriente, sus plantas presentan flor blanca, sus semillas son grandes y redondas y de
color blanco a crema (Chavan y col 1989; Knights 1994). Su peso varia de 25 a 60 g
por 100 granos (Taylor y Ford 2007). Dicho garbanzo se utiliza principalmente para
consumo humano y es cultivado en muchas regiones geograficas incluyendo Asia del
Sur, Asia Occidental, Africa Norte y Oriental, Europa del Sur, América del Norte y

Australia del Sur (Oplinger y col 1997).

3 Importancia econdémica

Las leguminosas son uno de los alimentos basicos mas importantes
principalmente para paises en vias de desarrollo, ya que proporcionan una fuente
barata de proteina comparada con la de origen animal, y al igual que los cereales,

han sido de los primeros alimentos cultivados en todo el mundo, representando una
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muy buena fuente de energia en forma de carbohidratos en la dieta (Ladizinsky

1995).

El garbanzo es la tercera leguminosa mas importante a nivel mundial después
del frijol y el chicharo, cuyo cultivo se encuentra principalmente en paises en
desarrollo, los cuales contribuyen con mas del 90% de la produccién mundial, la cual
en el afo 2013 fue de 13,118,698 ton (Cuadro 2) (FAOSTAT 2015). La India fue el
principal pais productor de garbanzo con cerca del 70% del total, seguido por
Australia y Pakistan, mientras que México ocupo el sexto lugar con 209,941 ton en
ese mismo afo. A nivel nacional, Sinaloa fue el principal estado productor de
garbanzo contribuyendo con un 58.2% del total en el afio 2013 (Cuadro 3), seguido

de Sonora que para ese mismo afio aportdé un 31.3% (SAGARPA 2015).

B CARACTERISTICAS NUTRIMENTALES Y NUTRACEUTICAS DEL GRANO DE
GARBANZO
1 Caracteristicas nutrimentales

El garbanzo (Cicer arietinum L.) posee un alto valor nutritivo en la dieta humana,
ya que es una buena fuente de hidratos de carbono, acidos grasos insaturados
(oleico, linoleico), minerales (Ca, Fe, Cu, Zn, P, Ky Mg), vitaminas (niacina, tiamina,
acido ascorbico) y principalmente proteinas, superando al huevo y a la leche (Cuadro
4) (Ladizinsky 1975). A continuacion se describen algunas de las caracteristicas

nutrimentales mas importantes del grano de garbanzo.
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Cuadro 2. Principales paises productores de garbanzo (2013).

Pais Produccion (ton)
India 8,832,500
Australia 813,300
Pakistan 751,223
Myanmar 490,000
Iran 295,000
México 209,941
Canada 169,400
Republica Unida de

110,116
Tanzania
Otros 1,447,219
Total 13,118,698

FAOSTAT (2015)
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Cuadro 3. Principales estados productores en México (2013).

Estado Produccién (ton)
Sinaloa 122,246
Sonora 65,670
Baja California Sur 13,960
Michoacan 4,368
Jalisco 1,980
Otros 1,713
Total 209,941

SAGARPA (2015)
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Cuadro 4. Composicion quimica del grano de garbanzo.

Tipo desi Tipo kabuli
Parametro
Min. Max. Min. Max.
Proteina® 16.7 30.6 12.6 29.0
Cenizas® 2.0 4.2 2.0 3.9
Lipidos® 2.9 7.4 3.4 8.8
Ac. Linoleico(18:2)* 45.9 61.5 16.4 70.4
Ac. Linolénico (18:3)¢ 2.1 4.8 0.3 3.3
Carbohidratos total® 50.6 64.9 54.2 70.9
Almiddén? 32.0 56.3 30.0 57.2
Amilosa® 20.0 41.0 23.0 47.0
Azucares solubles® 5.3 11.8 6.6 7.5
Azlcares totales® 2.2 10.7 5.5 10.8
Fibra cruda® 3.7 13.0 1.1 4.9
Vitaminas
Tiamina® - 0.4 - 0.5
Niacina® - 1.5 - 1.7
Vitamina E° - 0.8 0.8 13.7
Minerales
Calcio® 68 269 103 259
Magnesio® 107.4 168 119 167
Zinc® 2.2 20.0 2 54
Hierro® 3.0 9.8 3 9.8

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

de aceite

Wood y Grusak (2007)
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a Proteinas

El garbanzo se encuentra clasificado dentro de los granos con alto contenido de
proteinas, cuyos valores en los tipo desi varian de 16.7 a 30.67%, mientras que en
los de tipo kabuli estos se encuentran entre 12.6 y 29.0% (Wood y Grusak 2007). Las
proteinas de reserva mas importantes en garbanzo son las globulinas (solubles en
soluciones salinas) representando un 57% de la proteina total, seguido de las
glutelinas (solubles en acidos o bases) que se encuentran en un 18%, las albuminas
(solubles en agua) con un 12% y las prolaminas (solubles en alcohol) con un 3%
(Singh y Jambunathan 1982). La distribucion de estas fracciones proteinicas varia
considerablemente entre el embrién, cotiledén y testa del grano. Los cotiledones
poseen la mayoria de las globulinas, glutelinas y albiminas del grano, con alrededor
del 47% del total de proteina. La testa del grano aporta alrededor del 48% de la
proteina total y contiene principalmente nitrégeno no proteico y glutelinas, mientras
gue el embrion es relativamente rico en albaminas que constituyen el 5% de la

proteina del grano (Singh y Jambunathan 1982; Chavan y col 1989).

1) Globulinas

Las globulinas son sintetizadas por los ribosomas asociados al reticulo
endoplasmico rugoso e incluyen un péptido sefal que las dirige al lumen donde el
péptido sefal es cortado co-traduccionalmente; posteriormente son exportadas al
aparato de Golgi de donde son transportadas mediante vesiculas a las vacuolas de
almacenamiento de proteinas (PSV) de la semilla donde se depositan (Casey y col
1986). Las globulinas se componen de dos grandes grupos de proteinas, 11S

(legumina) y 7S (vicilina) (Casey y col 1993). Las proteinas 11S son las principales y
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poseen una estructura oligomérica integrada por seis subunidades que interaccionan
mediante enlaces no covalentes y cuyos pesos moleculares se encuentran entre 56 y
60 kDa, por lo que el peso molecular total de la proteina es de aproximadamente
320-400 kDa (Casey y col 1993). Bajo condiciones de separacion desnaturalizantes
(SDS-PAGE), cada subunidad da lugar a un polipéptido acido (a) (37-40 kDa) y uno
basico (B) (24-27 kDa), los cuales estan unidos por un enlace disulfuro (Sanchez-
Vioque y col 1999). La proteina vicilina 7S es trimérica, formada por subunidades de
40 a 70 kDa que pueden ser iguales o diferentes; el procesamiento proteolitico puede
permitir en algunas especies la generacion de polipéptidos mas pequefios, mientras
gue el polimorfismo puede resultar de la glicosilacion. Las vicilinas no pueden formar
enlaces disulfuro debido a que las subunidades que las componen carecen de
cisteina. La subunidad inicial tiene un peso de 50 kDa pero debido a un extensivo
procesamiento postraduccional del tipo proteolitico y glicolitico, se convierte en
subunidades cuyo tamafio varia considerablemente. Por ejemplo, las subunidades de
vicilina del chicharo se sintetizan inicialmente como polipéptidos de 47 a 50 kDa,
aunque después del procesamiento postraduccional se convierten en subunidades

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

2) Albuminas

La fraccion de albuminas juega un papel esencial ya que incluye la mayor parte
de las proteinas enzimaticas y metabdlicas (Casey y col 1993), encontrando en esta
fraccion proteinas como la lipoxigenasa y la albumina 2S. La lipoxigenasa (linoleato:
oxigeno oxidorreductasa) es un tipo dioxigenasa que cataliza la incorporacion de

oxigeno molecular en moléculas que contengan un sistema 1,4-pentadieno
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(Hildebrand y col 1988). Los sustratos especificos para la lipoxigenasa son acidos
grasos poliinsaturados con estructura 1,4-pentadieno; los mas comunes con este tipo
de estructura dentro del reino vegetal son los acidos linoleico y linolénico. El producto
de la reaccion es un hidroperdxido conjugado ya que el doble enlace atacado por el
oxigeno se traslada para entrar en conjugacién con el doble enlace vecino (Sanz
1992). Estos hidroperéxidos de acidos grasos poliinsaturados actian como
intermediarios para un gran nimero de rutas metabdlicas divergentes. Tal es el caso
de la cooxidacion de pigmentos, ya que para que la cooxidacién tenga lugar se
necesita la presencia tanto de la enzima como del &cido graso (Sanz 1992). La
proteina albumina 2S presenta un peso molecular de aproximadamente 20 kDa y se
compone de dos polipéptidos de 10 y 12 kDa (Vioque y col 1999). La funcion
principal de la albumina 2S es de reserva; sin embargo, algunos componentes han
mostrado actividad biolégica como inhibidores de proteasas y como proteinas de
defensa (Svendsen y col 1994). En cuanto al valor nutricional, en la fraccion de
albminas se ha observado un mejor balance de aminoacidos esenciales en
comparacién con las otras fracciones (Cuadro 5). La composicibn de aminoacidos
esenciales en las proteinas de garbanzo, ricas en lisina y pobres en los de tipo
azufrados (cisteina y metionina), hace que las leguminosas sean muy Utiles tanto en
la alimentacion animal como en la humana porque sus proteinas complementan a las
de los cereales en dietas pobres o en dietas sin proteina animal (Huisman y Van der

Poel 1994).
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Cuadro 5. Composicién de aminoacidos esenciales en las proteinas de garbanzo.

Ammoamdq Protelga Albuminas® Globulinas® Glutelinas® Infantes”  Nifios”  Adultos”
(9/100 g proteina) total
Treonina 3.93 521 2.95 435 4.3 34 0.9
Valina 4,06 455 2.95 5.05 55 35 1.3
Metionina + Cisteina 1.95 475 0.99 1.87 4.2 2.5 1.7
Isoleucina 3.83 4.27 4.05 452 4.6 2.8 13
Leucina 7.73 7.18 781 7.68 9.3 6.6 1.9
Tirosina + Fenilalanina 9.01 7.71 9.64 9.18 72 6.3 1.9
Triptofano 0.62 0.7 0.78 1.09 17 11 05
Lisina 731 9.33 6.61 7.89 6.6 5.8 1.6
Histidina 2.86 3.02 3.08 2.99 2.6 19 1.6

aTavano y col (2008); ° Patrén de aminoacidos recomendado por la FAO (2015).
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b Carbohidratos

El grano de garbanzo contiene entre 52 y 71% de carbohidratos, siendo el
almidon el principal componente. El resto de los carbohidratos estan constituidos por
azucares reductores y no reductores, asi como fibra cruda (4.8-9.3%) (Singh 1985).
Por ser el almidén el carbohidrato mayoritario del grano a continuacién se describen

algunas de sus principales caracteristicas.

1) Propiedades fisicoquimicas del almidon

El almidon es depositado en forma de granulos, particularmente cristalinos, cuya
morfologia, composicion quimica y estructura molecular son caracteristicas
particulares de cada especie de planta (James y col 2003). Dependiendo del tipo de
garbanzo, el contenido de almidén puede variar ocupando aproximadamente el 45%
en el grano tipo desi y el 41% en el tipo kabuli (Meares y col 2004). El almidon, debe
gran parte de su funcionalidad a dos componentes principales de alto peso
molecular, amilosa y amilopectina, asi como a la organizacién fisica de estas
macromoléculas en la estructura granular (James y col 2003). La amilosa es un
homopolisacéarido esencialmente lineal formado de moléculas de glucosa unidas por
enlaces glucosidicos a-1,4; mientras que la amilopectina es un homopolisacéarido de
glucosa unidas por enlaces glucosidicos a-1,4 y ademas ramificado con enlaces
glucosidicos a-1,6 (Zeeman y col 2007). En garbanzo tipo desi, el 26.1% del total del
almidon corresponde a amilosa y en tipo kabuli el porcentaje de amilosa es similar

con un 26.4% (Meares y col 2004).
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2) Propiedades térmicas del almidon

La estabilidad, propiedades fisicoquimicas y estructurales del almidon dependen
grandemente de la naturaleza de las regiones cristalinas y amorfas del almidén
nativo. Debido a ello, muchas técnicas han sido aplicadas para probar el orden
estructural de los polimeros del almidon, destacando técnicas como la calorimetria
diferencial de barrido (DSC), la cual es una técnica experimental dinamica que nos
permite determinar la cantidad de calor que absorbe o libera una sustancia, cuando
es mantenida a temperatura constante, durante un tiempo determinado o cuando es
calentada o enfriada a velocidad constante, en un determinado intervalo de
temperaturas (Surifach y col 1992).

Debido a su estructura semicristalina, los granulos de almidén son insolubles en
agua a temperatura ambiente. Cuando estos son colocados en suficiente agua, los
granulos de almidon tienden a absorber una parte y se hinchan. Cuando se calienta
el almidén, ocurre una pérdida del orden estructural debido al desarreglo molecular
de los polimeros amilosa y amilopectina. Se ha demostrado que el rompimiento del
orden estructural dentro de los granulos de almidén estd caracterizado por ser un
proceso endotérmico llamado transicion de orden-desorden (Cooke y Gidley 1992).
Esta reaccion endotérmica es conocida como gelatinizacion y corresponde a la
disociacion de las moléculas de almidén de una estructura de doble hélice (cristalina)
en los granulos de almidon en una conformacion amorfa, incrementando la
viscosidad de la pasta formada y la digestibilidad enzimatica (Srichuwong y Jane
2007). Este proceso de gelatinizacion es medido a partir de DSC; el almidon es

calentado a una velocidad constante conocida y los cambios en la capacidad de calor
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es medida en funcién de la temperatura (Wang y col 1998), registrdndose la
temperatura (T,) y entalpia de gelatinizacion (AH,).

La gelatinizacién comienza con la absorcién de agua en la regiébn amorfa, los
puentes de hidrogeno son mas débiles y menos rigidos en esta regién, y no tan
numerosos como en las regiones cristalinas. Cuando la parte amorfa se ha hidratado
completamente, la cristalina inicia un proceso semejante pero requiere mayor
energia (entalpia de gelatinizacion), cuando se alcanza cierta temperatura
(temperatura de gelatinizacién, 65-75°C) el granulo hinchado, se rompe parcialmente
alterando significativamente su estructura debido a la solubilizacién de la amilosa y
amilopectina. La amilosa comienza a difundirse hacia el agua y la amilopectina
gueda dentro del granulo para posteriormente perder su orden, la amilosa fuera del
granulo forma una malla y produce un gel (Biliaderis 1991). La gelatinizacion y el
hinchamiento del granulo son controlados en parte por la estructura molecular de la
amilopectina (longitud de cadena, patron de ramificaciones, peso molecular), la
composicion del almidén (relacion amilosa/amilopectina y contenido de fésforo) y la
arquitectura del granulo (Tester 1997).

La temperatura y entalpia de gelatinizacion son parametros que han sido
relacionados con las caracteristicas del granulo de almidén, asi como el grado de
cristalinidad (Krieger y col 1998). Se ha reportado que una alta temperatura de
gelatinizacion indica un alto grado de cristalinidad, lo cual provee una estabilidad
estructural y hace mas resistente al granulo a la gelatinizacion (Barichello y col
1990).

Las interacciones moleculares (puentes de hidrégeno entre las cadenas de

almidon) durante el enfriamiento del almidén posterior a la gelatinizacion ha sido
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denominada retrogradacion (Hoover 2001). ElI material amorfo, obtenido después de
la gelatinizacion no se encuentra en un estado de equilibrio, presentdndose entonces
una tendencia a un proceso de re-asociacion y re-cristalizacion de las cadenas del
polisacéarido (Eliasson y Gudmundsson 1996). En varios estudios se ha demostrado
gue la retrogradacion de la amilopectina sucede en un periodo de tiempo mayor que
el de la amilosa (Miles y col 1985) probablemente debido a la magnitud de su
estructura. Durante el proceso de retrogradacion, las fracciones de amilosa o las
secciones lineales de amilopectina forman una zona con organizacion cristalina muy
rigida. En la amilosa, se lleva a cabo un ordenamiento conformacional de sus
cadenas, constituidas de 40 a 70 unidades de glucosa como minimo, las cuales se
orientan paralelamente e interaccionan entre si por puentes de hidrégeno para

formar dobles hélices (Oostergetel y van Bruggen 1993).

3) Almidon resistente

El almidén es uno de los componentes principales de la dieta humana
(Skrabanjay col 1999) y hasta hace algunos afios era considerado como un
carbohidrato disponible que era completamente digerido y absorbido en el intestino
delgado de los humanos. Sin embargo, se observé que una fraccion del almidon
resiste la hidrolisis por las enzimas digestivas. Esta fraccion se denomina almidon
resistente y fue definida por la EURESTA (Del inglés, European Research Project on
Resistant Starch) como la suma de almidon y productos de su degradacion que no
pueden ser absorbidos en el intestino delgado de individuos sanos. El almidon
resistente sigue su transito por el intestino delgado y llega al intestino grueso, donde

es fermentado por las bacterias de la flora normal del colon. Como producto de la
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fermentacion se generan acidos grasos de cadena corta con una alta proporcién de
butirato (Englyst y Cummings 1987). Los acidos grasos de cadena corta producto de
la fermentacion del almidén resistente, asi como la velocidad y el nivel de digestion
del almidén, afectan diversas funciones fisioldgicas y tienen efectos benéficos en la
salud, tales como la reduccion de la respuesta glucémica e insulinémica al alimento,
un efecto hipocolesterolémico y un efecto protector contra el cancer colorrectal
(Cassidy y col 1994).

Englyst y col (1992) propusieron una clasificacion para el almidén resistente que
se basa en la naturaleza del almidon y el alimento que lo contiene. El almidén
resistente 1 corresponde al almidon fisicamente inaccesible, atrapado en la matriz
celular, tal como sucede en las leguminosas (Wirsch y col 1986; Tovar y col 1992a).
El almidén resistente 2 son los granulos nativos, que no han sido sometidos al
proceso de coccion y por su naturaleza cristalina son menos susceptibles a la
hidrolisis (Englyst y Cummings 1987; Faisant y col 1995). El almidon resistente 3 es
el almidén retrogradado, él cual se forma en los alimentos que han sido cocinados y
almacenados. Durante el enfriamiento la molécula de amilosa se reasocia formando
estructuras semicristalinas resistentes a la hidrélisis enzimaticas (Englyst vy
Cummings 1987). Las leguminosas contienen, ademas del almidon, altos niveles de
fibra dietética, lo cual da una alta resistencia a la pared celular evitando su ruptura
durante su cocimiento. Esto, aunado a la presencia de ciertos factores
antinutricionales, hace que el almidon de las leguminosas tenga una baja
digestibilidad. Ademas, las leguminosas procesadas contienen cantidades
significativas de almidon resistente 1, almidon resistente 2 y almidon resistente 3, o

gue las hace particularmente interesantes (Tovary col 1992b; Bravoy col 1998).
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Como resultado, la velocidad de digestién del almidén y la liberacion de glucosa al
torrente sanguineo es lenta después de ingerir leguminosas, lo cual causa bajas
respuestas glucémicas e insulinémicas posprandiales, en comparacion con las de

cereales o tubérculos (Tovar y col 1992b).

2 Caracteristicas nutracéuticas
a Compuestos fitoquimicos

Los compuestos fitoquimicos mas estudiados son los compuestos fendlicos, tales
como flavonoides, catequinas, isoflavonas, lignanos, glucosinolatos, fitoesteroles y
terpenoides (Kalogerolopoulus y col 2010; Pennington y Fisher 2010). También se ha
hecho énfasis en el estudio de los compuestos carotenoides, de los cuales se sabe
gue juegan un papel importante como agentes antioxidantes en la nutricibn humana
(Luthria y col 2006). Para la mayoria de los fitoquimicos todavia no se conocen bien

sus bases moleculares, ni sus interacciones con otros componentes dietéticos.

1) Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos representan uno de los grupos de metabolitos
secundarios mas abundantes en las leguminosas y son considerados como
antioxidantes naturales (Duefias y col 2004). Estos compuestos antioxidantes
reaccionan con radicales libres y le ceden un electron oxidandose y transformandose
en radicales libres débiles, con escasos o nulos efectos toxicos. Los compuestos
fendlicos se originan principalmente a través de dos rutas metabdlicas, la ruta del
acido shikimico y la de los poliacetatos. Sin embargo, algunos de los compuestos

fendlicos considerados como principios activos de las plantas medicinales se originan
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a través de rutas mixtas, que combinan la via del shikimato y del acetato, tal es el
caso de los flavonoides (Bennick 2002). Otra ruta alternativa, es la que se desarrolla
a través de la combinacion de la via del malonato con la via del shikimato, dando
origen a los compuestos terpénicos (furano y piranocumarinas, etc.).

Los flavonoides contienen en su estructura quimica un numero variable de
grupos hidroxilo fendlicos y propiedades de quelaciéon del hierro y otros metales de
transicion, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante. Dicha capacidad
antioxidante les permite dar proteccion a las personas frente a los fendmenos de
dafio oxidativo y proporcionar efectos terapéuticos en un elevado numero de
enfermedades, incluyendo la cardiopatia isquémica, la arterosclerosis o el cancer
(Pace y col 1995). Dentro de las evidencias experimentales que indican que el efecto
benéfico para la salud de los flavonoides junto con polifenoles se ejerce como
consecuencia de sus propiedades antioxidantes, se encuentra el efecto inhibidor que
ejercen sobre enzimas prooxidantes como xantina oxidasa, mieloperoxidasa,
lipoxigenasa y ciclooxigenasa (Redrejo-Rodriguez y col 2004; Meotti y col 2008;
Pauff y Hille 2009), su acciéon como agente quelante de iones métalicos (Sugihara y
col 1999) y su capacidad para captar radicales libres ( Liu y col 2010).

Diversos estudios muestran una correlacién entre el consumo de alimentos con
alto contenido de compuestos fendlicos como frutas, vegetales, cereales y
leguminosas, y una disminucién en la incidencia de distintas enfermedades como
cancer y enfermedades cardiovasculares (Anderson y col 1999; Kushi y col 1999;
Kris-Etherton y col 2002). En garbanzo se han identificado una gran diversidad de
compuestos fendlicos, la mayoria de ellos derivados de acidos fendlicos y

flavonoides (Mekky y col 2015). Sreerame y col (2010) identificaron cinco
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compuestos del tipo flavonoide (miricetina, genisteina, daidzeina, quercetina y
kaemferol) en testa y cotileddn de garbanzo, reportando valores de flavonoides
totales de casi el doble en testa (12.6 mg CAE/g muestra) con respecto al cotiledén
(7.5 mg CAE/g muestra). En garbanzo tipo desi, Zia-Ul-Haq y col (2008) reportaron
contenidos de flavonoides totales en un rango de 0.79-0.99 mg CAE/g muestra (bs)
para cuatro variedades originarias de Pakistan. Xu y Chang (2007) determinaron el
contenido de flavonoides totales de diferentes leguminosas utilizando diferentes
solventes de extraccion, obteniendo mayores valores de flavoides en garbanzo al

utilizar acetona al 80% (3.16 mg CAE/g muestra).

2) Carotenoides

Los carotenoides son compuestos muy importantes no es solo por su funcién
como pigmento, sino también porque se les han atribuido actividades biolGgicas
como lo son un aumento en el sistema inmune y una disminucion del riesgo de
enfermedades degenerativas, tales como céncer, enfermedades cardiovasculares,
degeneracion muscular relacionada con la edad y formacion de cataratas (Ziegler
1991; Krinsky 1994). Estos efectos bioldgicos se atribuyen a una propiedad
antioxidante de los carotenoides a través de la desactivacion de los radicales libres
(&tomos o grupos de atomos que poseen un electron no compartido) y la captura del
oxigeno singulete. La luteina y la zeaxantina estan presentes en la macula de la
retina, las cuales son efectivas contra la degradacion macular relacionada con la
edad (Atienza y col 1998).

De todos los carotenoides, el B-caroteno es el mas ampliamente distribuido en

plantas y uno de los mas eficientes en la conversion de vitamina A (Reifen 2002). Sin
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embargo, en el caso del grano de garbanzo los carotenoides que se encuentran en
mayor proporcion son luteina y zeaxantina, seguido en menor proporcion por B-
caroteno, a-caroteno, violaxantina y B-criptoxantina (Abbo y col 2005, Ashokkumar y
col 2015). Los valores promedio de luteina reportados por estos autores fueron 0.28
y 0.62 mg/100 g harina para garbanzo tipo kabuli y desi, respectivamente, mientras
que para zeaxantina observaron valores de 0.16 y 0.23 mg/100 g. En el caso de [3-
caroteno se encontraron valores de aproximadamente 49 ug/100 g de harina y le
siguen en menor proporcién a-caroteno (5 pg/100 g de harina) y B-criptoxantina (2.6

Mg/100 g de harina).

b Actividad antioxidante

El garbanzo contiene compuestos antioxidantes, los cuales son sustancias que
retrasan, previenen o eliminan el dafio oxidativo de una molécula (Saxena y col
2007). Las células en proliferacién como las células del sistema inmunol6gico son
particularmente susceptibles al estrés oxidativo, él cual se define como el estado
celular caracterizado por un exceso en la produccién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y/o reduccion de defensas antioxidantes (Donkena y col 2010). Las
especies reactivas de oxigeno pueden alterar la estructura de las membranas
lipidicas y del ADN, incluyendo modificaciones de bases, ruptura de la cadena y
rearreglos cromosémicos, que pueden causar alteraciones en los patrones de
metilacion (Donkena y col 2010).

La actividad antioxidante de los distintos grupos de compuestos depende de la
estructura individual y del ndmero de hidroxilos sustituyentes, asi como del peso

molecular. En flavonoides, esta caracteristica se asocia con la presencia en la
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molécula de grupos orto dihidroxi en el anillo B, un doble enlace entre el C2 'y C3 en
conjunto con la posicién 4-oxo en el anillo C y grupos 3-5 hidroxi, y la funcién 4-oxo
en los anillos Ay C (Velioglu y col 1998).

Un gran namero de frutas y hortalizas frescas se consideran fuentes primarias de
antioxidantes y un alto consumo de éstas ha demostrado tener efectos protectores
sobre el desarrollo de padecimientos crénicos como enfermedades cardiovasculares
y ciertos tipos de cancer (Kalogerolopoulus y col 2010). Los compuestos
antioxidantes mas estudiados son los compuestos fendlicos; Oomah y col (2011)
reportaron que el contenido de fendlicos totales de distintas leguminosas se
correlacion6 significativamente con su actividad antioxidante, sugiriendo que los
compuestos fendlicos son los principales contribuyentes de dicha actividad.

Zia-Ul-Haq y col (2008) reportaron valores de actividad antioxidante (ORAC) para
garbanzo tipo desi de la India en un rango de 858 a 1140 pumol TE/100 g muestra
(bs). Recientemente, Heiras-Palazuelos (2012) reporté un rango de valores ORAC de
5011 a 5756 pmol TE/100 g muestra (bs) en cinco genotipos de garbanzo tipo desi
crecidos en el estado de Sinaloa, demostrando el potencial que tienen estos
materiales como fuente de mejora de la actividad antioxidante.

Ademas de las propiedades antioxidantes presentadas por un gran namero de
compuestos fitoquimicos, recientemente se ha reportado la presencia de péptidos
con actividad antioxidante en leguminosas como soya y garbanzo (Moure y col 2006;
Kou y col 2013). Dentro de las propiedades antioxidantes asociadas a estos péptidos
se incluyen su habilidad para inactivar especies reactivas de oxigeno, secuestrar
radicales libres, ademas de impedir la penetracion de iniciadores de la oxidacion de

lipidos por la formacion de una capa protectora alrededor de las moléculas de lipidos
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(Moure y col 2006; Zhu y col 2008). Kou y col (2013) evaluaron la capacidad
antioxidante de hidrolizados de albumina de garbanzo, reportando porcentajes de
inhibicion de 23% a 43% mediante el método DPPH, demostrando el potencial

antioxidante que presentan dichos hidrolizados.

¢ Actividad antimutagénica

El cancer es un problema de salud cuyo desarrollo se ha correlacionado con
varios factores ambientales (dieta, estilo de vida y fumar); alrededor del 35% de los
casos de céncer podrian asociarse con la dieta (Doll 1992; Beninger 2005). Un
evento clave en su desarrollo es la ocurrencia de mutaciones en el ADN vy la
modulacion de la mutagenicidad que puede alterar el efecto de compuestos
genotoxicos, por lo que se ha incrementado el interés sobre la actividad de las
sustancias antimutagénicas presentes en los alimentos (Rodriguez y col 2009).

Las plantas o alimentos de origen vegetal representan la principal fuente de
metabolitos con actividades antimutagénicas y anticarcinogénicas y varios estudios
han mostrado una relacion entre estas actividades y la actividad antioxidante
(Johnson 2003; Rocha y col 2007).

Recientemente, Garzén-Tiznado y col (2013) evaluaron la actividad
antimutagénica de tres genotipos de garbanzo tipo desi mediante el ensayo de
microsuspension utilizando la cepa TA98 de Salmonella typhimurium, obteniendo
valores de porcentaje de inhibicion de 57.8 a 62.3%. Esta actividad se correlacioné
positivamente con el contenido de fendlicos totales y actividad antioxidante, lo que
sugiere que los compuestos fendlicos son los mayormente responsables de estas

actividades. Sin embargo, se requieren estudios adicionales para determinar los
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mecanismos involucrados en estos efectos, asi como ampliar el nimero de genotipos
y caracteristicas evaluadas, con la finalidad de relacionar estas propiedades con la
variacion genética molecular y poder utilizar esta informacion en programas de

mejoramiento.

C MEJORAMIENTO Y DIVERSIDAD GENETICA DEL GARBANZO
1 Mejoramiento genético clasico

El cultivo de garbanzo actualmente enfrenta problemas que amenazan su
permanencia como cultivo estratégico en la regidén. Los problemas con la rabia del
garbanzo se han ido acentuando en regiones como el Valle del Evora, en donde la
falta de un sistema de rotacidbn de cultivos ha acentuado la presencia de la
enfermedad. Ademas, la aparicion de enfermedades foliares como roya, moho gris,
moho blanco, junto con la presencia de plaga como el gusano del soldador, han
acentuado los problemas fitopatologicos del cultivo (Manjarrez y col 2004).

Las primeras variedades mejoradas de garbanzo blanco tipo kabuli para el
Noroeste de México obtenidas por seleccion individual fueron: Unién, Angostura,
Culiacan 860 (grano blanco, calibre 42-46 semillas por 30 g, color crema claro) y
Sinaloa. Durante los 70’s y 80’s se obtuvieron otras variedades como Surutato 77,
Sonora 80 y Santo Domingo 82, las cuales presentaban ademas de mejor
rendimiento y calidad, resistencia al ataque de Fusarium, misma que se introdujo de
garbanzo forrajero. Con el trabajo de INIFAP se han ido liberando variedades como
Tubatama 88, Mocorito 88 y Blanco Sinaloa 92, Hermosillo 93, Pictic 93, Costa 2004,
Suprema 03, Jumbo 2010 y Blanoro. A continuacion se describen las principales

caracteristicas de algunas variedades.
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Surutato fue el resultado entre la variedad Macarena y una linea del tipo
porquero resistente a la rabia. La variedad es tolerante a hongos del género
Fusarium (Morales y Jaime 1993). La variedad Santo Domingo 82 es resultado de la
cruza entre la Linea L-41 con Breve Blanco. Se liberd por su alta resistencia a la
rabia. Mocorito 88 es el resultado de la cruza de la Linea 558 con surutato 77,
después la cruza resultante se polinizé con la cruza de la Linea Precoz 221 con 314
con tolerancia a rabia (Gomez-Garza 1990). La variedad Progeso 95 se originé de la
cruza de Santo Domingo 82 con IL-72, una linea de porte erecto. Se liber6 por dicha
caracteristica de porte erecto y pensando en el mercado que presentan paises del
norte de Africa, Arabes y Latinoamericanos (Gomez-Garza y Salinas-Pérez 2001).
Otra variedad liberada por el INIFAP es Jamu 96, la cual proviene de la cruza de la
linea experimental Santo Domingo 82 x Blanco Lechoso y es hermana de Blanco
Sinaloa 92 (Manjarrez y col 2003). La variedad Blanco Sinaloa 92 ha significado para
los productores de Sinaloa y de México, el despliegue no sélo en la superficie
sembrada, sino también en la productividad. Blanco Sinaloa 92 también es producto
de la cruza de Santo Domingo 82 con Blanco Lechoso (Gémez-Garza y col 2003a).
Pitic 93 se obtuvo por hibridacion de la cruza mdultiple L-1794 con resistencia a la
rabia con la variedad Macarena de alto rendimiento y calidad. Después se cruzé con
la Linea L-1855-Sur con la finalidad de obtener resistencia a la rabia, alto
rendimiento, calidad y porte erecto para cosecha mecanica directa (Morales 1999).
La variedad Tequi Blanco 98 proviene de una cruza triple; la Linea L-4294 de porte
erecto y resistencia a rabia se cruzé con la Linea Hermosillo con calidad y
posteriormente la cruza resultante se cruzo con la variedad Blanco Lechoso, la cual

fue introducida de Espafia y posee grano blanco y grande, ciclo tardio, porte semi
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erecto, grano alargado y un rendimiento promedio de 2,471 kg/ha (Morales 1999). Al
igual que Pitic 93, Desierto 98 proviene de una cruza multiple en la cual se cruzé la
Linea L-1794 resistente a rabia con la variedad Macarena de buena calidad y
susceptible, la cruza obtenida se cruzé con la variedad introducida Blanco Lechoso
(Morales 1999). La variedad Suprema 03 como linea experimental se denomind
[IGaC87.1-M-17-M-4-M-M y se origin6 de la cruza de las lineas hermanas [1IGaC83.1-
M-81-M2-27 x 11IGaC83.1-M-77-M2-38. Los progenitores provenian de la cruza de
Santo Domingo-92 x Blanco Lechoso (Gémez y col 2003b). La variedad Costa 2004
tiene su origen de la cruza simple de las variedades Tubutama 88 y Blanco Sinaloa
92 (Gutiérrez y Navejas 2009). Jumbo 2010 se introdujo como la linea experimental
Hoga-508, originada de la cruza simple de la variedad Dwelley x Blanco Sinaloa 92
siendo Dewlley una variedad comercial de grano claro originaria de Washington,
Estados Unidos. Cabe sefialar que Jumbo 2010 es una variedad de habito semi-
erecto, calibre 36-38 semillas/30 g de peso, color blanco cremoso, de rugosidad
pronunciada, conserva la caracteristica de grano grande y tiene resistencia a
Fusarium oxysporum f sp. Ciceris. En cuanto a Blanoro se origin6 de la cruza triple
de L-4924 x Blanco Lechoso x Blanco Sinaloa 92; es una buena variedad de
garbanzo con mayor productividad y resistencia a Fusarium oxysporum f sp. Ciceris,
gue ademas logra rendimientos de 2,694 Kg/ha, con grano de calidad de

exportacion.

2 Mejoramiento genético asistido por marcadores moleculares
El empleo de herramientas de biologia molecular ha facilitado el estudio de las

bases genéticas de la variacion natural de caracteres complejos involucrados en la
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aptitud, adaptacion al ambiente y evolucion de las poblaciones. También ha facilitado
el escrutinio de grandes colecciones de recursos genéticos para identificar regiones
cromosdmicas, genes o polimorfismos involucrados en la variacién de caracteres
agronomicos que pueden ser utilizados en programas de mejoramiento genético, lo
gue requiere analizar la diversidad genética preferentemente con marcadores
moleculares neutros o de ADN Yy relacionar el genotipo de estos marcadores con la
variacion fenotipica del caracter de interés mediante un analisis estadistico (Nei y

Kumar 2000).

a Marcadores moleculares y sus aplicaciones

Los marcadores moleculares corresponden a cualquier gen cuya expresion
permite un efecto cuantificable u observable (caracteristicas fenotipicas) y puede
detectarse facilmente. Este tipo de marcadores pueden evaluarse desde que los
individuos estan en sus primeros estadios de desarrollo y se pueden aplicar usando
todo el individuo o sélo parte de él (Rafalski y Tingey 1993). Es importante resaltar
gue un marcador molecular se considera como marcador genético si se transmite
segun las leyes bésicas de la herencia mendeliana (Klug y col 2006). Los
marcadores moleculares se dividen en bioquimicos y de ADN.

Para evaluar la diversidad genética molecular se recomienda el uso de
marcadores de ADN, los cuales presentan varias ventajas, entre ellas que no son
afectados por el ambiente, estan presentes en cualquier estado de desarrollo y
permiten una detencion temprana, son abundantes, requieren poca cantidad de tejido
para obtener el ADN y son especificos para cada individuo (huella genética). Entre

dichos marcadores se tienen RFLP (Polimorfismo en el tamafio de fragmentos de
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restriccion), RAPD (ADN polimérfico amplificado al azar), AFLP (Polimorfismo en la
longitud de fragmentos amplificados) y SSR (Repeticion de secuencias sencillas).

Las aplicaciones de los marcadores moleculares son muy diversas e incluyen la
diferenciacion de individuos, andlisis filogenéticos y taxondmicos, mapeo genético,
cuantificacion de variabilidad génica intra e interespecifica, mejoramiento genético,
localizacion de resistencia a enfermedades, entre otras (Rafalski y Tingey 1993).

En el caso particular de los marcadores microsatélites (SSR), estos consisten en
mono-, di-, tri- y tetranucleotidos repetidos en tAndem en el genoma. Este ADN, que
es muy polimorfico, se utiliza como marcador molecular (Tautz y Renz 1984) cuando
el motivo repetido se clona y secuencia para disefiar indicadores que se utilizaran
para su ampliacion por PCR. Los fragmentos amplificados son separados mediante
electroforesis en geles de agarosa o acrilamida; fragmentos de un mismo tamafio
representan un alelo. La ventaja principal de los marcadores SSR es la velocidad y
especificidad con la que se puede realizar los analisis una vez que las parejas de
iniciadores se han establecido claramente, ademas de que son codominantes y

altamente reproducibles.

b Diversidad genética e identificacion de marcadores moleculares asociados
con caracteristicas agroalimentarias en garbanzo

El conocimiento y manejo de la diversidad genética es muy importante para
cualquier programa de mejoramiento. Al principio los mapas genéticos de garbanzo
se basaron en marcadores morfolégicos e isoenzimas, pero debido a su bajo
polimorfismo no fueron exitosos y se optd por el uso de mapas con marcadores de

ADN (Sharma y Muehlbauer 2007; Radhika 2007). Dichos marcadores han sido de
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gran utilidad para establecer relaciones genéticas entre especies del género Cicer
(Shan y col 2005). La mayoria de estos trabajos ha reportado una gran diversidad en
materiales silvestres del género Cicer pero una variacion mas limitada en garbanzo
cultivado. En estudios iniciales la secuencia de los marcadores de RFLP reveld
niveles muy bajos del polimorfismo (Vrinda 2001). Entre los marcadores moleculares
actualmente disponibles, los microsatélites o SSR son seleccionados por su
naturaleza multialélica, herencia codominante, abundancia y amplia cobertura del
genoma (Gupta y Varshney 2000); la interpretacion es relativamente simple y el
andlisis genético de marcadores de un sélo locus los hace superiores a marcadores
de ADN multilocus, sobre todo para la construccion de mapas y marcaje de ADN
(Thomas y Scott 1993).

La utilidad de los SSR para detectar variacién genética intraespecifica en el
garbanzo fue demostrada por Hiittel y col (1999), en donde 16 loci detectaron de 2 a
4 alelos a nivel intraespecifico de 22 loci probados en 4 accesiones; en el caso
particular de los marcadores CaSTMS10 y CaSTMS15 se detectaron 25 y 16 alelos,
respectivamente, cuando se probaron en 63 accesiones de garbanzo de ubicaciones
geograficas diferentes, reflejando valores de diversidad genética de 0.937 y 0.922
respectivamente. Considerando el nivel bajo de la variacién intraespecifica revelada
por otros tipos de marcadores estos valores son muy altos. Sethy y col (2006a)
usaron 25 marcadores SSR polimorficos para analizar la diversidad genética
intraespecifica dentro de 36 colectas de garbanzo de diferente ubicacion geogréfica,
observando valores promedios de heterocigocidad observada y esperada de 0.32
(0.08-0.91) y 0.74 (0.23-0.89), respectivamente. La reproduccién y secuenciacion de

la variante de tamafo de los alelos en dos microsatélites revelé que los nameros
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variables de repeticiones de AG en alelos diferentes eran la fuente principal de
polimorfismo.

Debido a los problemas de tipo bibtico y abibtico que afectan el rendimiento del
cultivo de garbanzo, la mayoria de las investigaciones se han enfocado en la
busqueda y desarrollo de marcadores moleculares asociados con estas
caracteristicas. En este sentido, se han realizado varios esfuerzos encaminados para
caracterizar un gran numero de microsatélites en garbanzo (Sethy y col 2006a;
Varshney y col 2007). El polimorfismo encontrado con estos marcadores ha permitido
el desarrollo de mapas genéticos para la identificacion de loci asociados con algunos
caracteres de interés agronémico, como la enfermedad de la rabia causada por el
hongo Fusarium (Sharma y Muehlbauer 2007) y la enfermedad de la plaga
Ascochyta (Kottapalli y col 2009).

Existen pocos reportes en la literatura en relacion con la identificacién de loci o
marcadores asociados con caracteristicas de calidad del grano en garbanzo. Un
ejemplo de ello es el trabajo realizado por Abbo y col (2005), quienes realizaron un
mapeo genético en una poblacion derivada de la cruza entre los genotipos de
garbanzo Cr205 (silvestre) y Hadas (kabuli), indentificando cuatro QTL asociados con
el contenido de luteina, uno con B-caroteno y tres con el peso de 100 granos.
Castafieda-Dominguez (2011) encontré una asociacion significativa (p<0.001) entre
caracteristicas de calidad del grano (calibre, peso de 100 granos y porcentaje de
testa) y marcadores SSR en genotipos de garbanzo de la coleccion de INIFAP e
ICRISAT.Saeed y col (2013) identificaron 11 SSR asociados a caracteristicas
agronomicas (Suceptibilidad a la plaga Ascochyta, tolerancia al frio, peso de 100

granos y rendimiento), destancando el marcador TS84 que se encontrd asociado con
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la mayoria de las caracteristicas evaluadas. Recientemente, Jadhav y col (2015)
analizaron la variacion en el contenido de proteina cruda en 30 genotipos de
garbanzo y la relacionaron con el genotipo de 23 SSR; se identificaron 19
microsatélites asociados al contenido de proteina distribuidos en los grupos de
ligamiento LG1, LG2, LG3, LG4 y LG5, demostrando el uso potencial de estos
marcadores para el mejoramiento de garbanzo. Sin embargo, se requieren mas
estudios para identificar marcadores moleculares asociados con caracteristicas
nutrimentales y nutracéuticas para darle mayor valor agregado a la produccion de

garbanzo y expandir su mercado.

39



IV JUSTIFICACION

El garbanzo es una de las leguminosas de mayor importancia en la nutricién
humana ya que es una buena fuente de proteinas, carbohidratos, fibra dietaria,
acidos grasos insaturados y compuestos fitoquimicos con actividades bioldgicas,
entre los que destacan los compuestos fendlicos y carotenoides. El cultivo de
garbanzo presenta diversos problemas de tipo bidtico y abidtico que afectan su
rendimiento y calidad, por lo que la mayoria de las investigaciones en diferentes
regiones del mundo se han enfocado hacia la busqueda y desarrollo de marcadores
moleculares asociados con estas caracteristicas para auxiliar en programas de
mejoramiento. En Sinaloa, el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales
Agricolas y Pecuarias (INIFAP) ha venido estudiando la problematica del garbanzo
en la regién; mediante la introduccion y evaluacion de germoplasma de los diferentes
centros como el ICRISAT e ICARDA, se lograron detectar genotipos con resistencia
a la “rabia”, enfermedad ocasionada por hongos del género Fusarium. No obstante
estos esfuerzos, el cultivo de garbanzo aun enfrenta problemas de tipo bidtico y
abiotico que amenazan su permanencia como cultivo estratégico en la region; a la
fecha no existen trabajos que relacionen la diversidad molecular del germoplasma de
garbanzo utilizado por el CEVACU-INIFAP con las caracteristicas agroalimentarias
gue poseen. Ademas de las caracteristicas de resistencia y calidad del grano,
también es importante tomar en cuenta caracteristicas de tipo alimentario para darle
un mayor valor agregado a la produccion de este grano y expandir su mercado. Por
ello, en el presente trabajo se plantea relacionar la diversidad molecular de genotipos
de garbanzo de interés alimentario con el contenido de proteinas, almidén y
fitoquimicos.
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V OBJETIVOS

A OBJETIVO GENERAL
Identificar marcadores microsatélites asociados al contenido de proteina, almidén

y fitoquimicos en genotipos de garbanzo (Cicer arietinum L.).

B OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Caracterizar las principales proteinas de almacenamiento en 15 genotipos de

garbanzo de interés alimentario.

2. Determinar el contenido y propiedades fisicoquimicas del almidén de los

genotipos de garbanzo estudiados.

3. Caracterizar los perfiles de carotenoides y compuestos fendlicos en los

genotipos de garbanzo.

4. Determinar la variacion alélica de marcadores microsatélites en los genotipos

de garbanzo.

5. Evaluar asociaciones entre la variacion alélica de los microsatélites y las

caracteristicas evaluadas.
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VI MATERIALES Y METODOS

A MATERIALES

Se utilizaron un total de 15 genotipos de garbanzo (Cicer arietinum L), cuyo
nombre y origen se indican en el Cuadro 6. Dentro de ellos se incluyen 9 genotipos
tipo desi (Figura 2) provenientes de la coleccion del Banco Mundial de Germoplasma
del Instituto Internacional de Investigacion de Cultivos para Zonas Tropicales
Semiéaridas (ICRISAT), asi como 6 genotipos tipo kabuli (Figura 3) facilitados por el
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP).
Estos materiales fueron cultivados bajo condiciones de riego en el Campo
Experimental Valle de Culiacan (CEVACU) del INIFAP. Se colecto tejido vegetativo
de cinco plantas de cada genotipo para el andlisis genético y se almacené a -70 °C
hasta la extraccion de ADN. También se cosecharon granos maduros y se

almacenaron a 25 °C hasta su uso.

B METODOS
1 Caracterizaciéon de proteinas
a Determinacién de proteina total

Se utiliz6 el método 46.12 (microKjeldahl) de la AOAC (1999) para la
determinacion de nitrogeno mediante un sistema Kjeltec modelo 1009 y 1002
(Tecator, Suecia). Se sometieron a digestion 0.2 g de muestra con 5 mL de acido
sulfarico y la mezcla reactiva de selenio (Merck Co., Alemania) a una temperatura de
200 °C. Posteriormente, la muestra se diluyé con 10 mL de agua y se sometidé a
destilacion, para lo cual se emplearon disoluciones de NaOH al 40% y &cido borico al

4 % con indicador para recibir el destilado.
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Cuadro 6. Genotipos de garbanzo (Cicer arietinum L.) utilizados.

Genotipo Color de grano Pais

Colecciéon ICRISAT

ICC 6306 Negro Rusia
ICC 4418 Negro Iran
ICC 3761 Negro Ir&n
ICC 3512 Café Ir&n
ICC 5383 Café India
ICC 13124 Café India
ICC 14872 Café India
ICC 5613 Verde India
ICC 3421 Beige Israel
Coleccion INIFAP

Blanco Sinaloa 92 Beige México
Jumbo 2010 Beige México
Blanoro Beige México
Progreso 95 Beige México
Hoga 340 Beige México
Hoga 021 Beige México
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Figura 2. Genotipos de garbanzo tipo desi de la coleccién de ICRISAT.
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Figura 3. Genotipos de garbanzo tipo kabuli de la coleccion INIFAP.
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La titulacién se llevo a cabo con una disolucién valorada de HCI 0.1 N. El contenido
de proteina cruda se calculé multiplicando el contenido de nitrégeno total por el factor

6.25. La prueba se realiz6 por triplicado.

b Extraccion y cuantificacion de las fracciones de proteina

La extraccion de las fracciones de proteina se realiz6 mediante el método
descrito por Dziuba y col (2014) con algunas modificaciones. Se mezclaron 50 mg de
harina con 1 mL de hexano y se agité durante 4 h a 20 °C. La mezcla se centrifugd a
10,000 g durante 15 min, se eliminé el sobrenadante y a la pastilla se le adicion6 1
mL de buffer de extraccion | (H,O desionizada estéril pH 8.0, CaCl, 10 mM, MgCl, 10
mM, PMSF 1 mM), seguido de agitacion durante 4 h a 20 °C en un termomezclador
(Eppendorf, Hamburg, Alemania). La mezcla se centrifugd (12,000 g, 60 min) y se
recuperaron el sobrenadante y la pastilla (residuo 1); el sobrenadante se dializd
contra agua por 3 dias con tres cambios al dia, el dializado se centrifugé (10,000 g,
60 min), se recuperd de nuevo el sobrenadante y se llevé a sequedad en un
concentrador modelo 5301 (Eppendorf) para obtener la fraccion de albiminas. Para
continuar con la extraccién de proteinas se agregé 1 mL de buffer de extraccion Il
[Tris-HCI 0.1 M (pH 8.0), NaCl 10 % (p/v), PMSF 1 mM, EDTA 10 mM] al residuo 1y
la mezcla se agité durante 16 h a 20 °C en un termomezclador (Eppendorf). Después
de centrifugar a 10,000 g por 60 min, se recupero el sobrenadante y se dializé de la
misma manera que la fraccion de albuminas. Finalmente, el dializado se centrifugo
(10,000 g, 60 min) y se recuperé la pastilla correspondiente a la fraccion de

globulinas.

46



La concentracion de albuminas y globulinas se determiné colorimétricamente
utilizando el método descrito por Bradford (1976), él cual consiste en la formacion de
un compuesto de color azul entre los residuos de aminoacidos basicos de las
proteinas y el colorante azul de Coomassie G-250, él cual presenta un maximo de
absorcion a 595 nm. La concentracion se estimo a partir de una curva de calibracion

construida utilizando albumina de suero bovino (BSA) como proteina estandar.

c Separacion de las fracciones de proteinas por electroforesis en geles de
poliacrilamida dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)

La separacion de proteinas se realizd6 por SDS-PAGE de acuerdo con el
protocolo de Laemmli (1970). Se utilizé una unidad electroforética vertical MP3
(BioRad, Hercules, CA, EUA) y una fuente de poder EC600-90 (Thermo EC,
Waltham, MA, USA). Se usaron marcadores de peso molecular (BioRad): miosina,
201.237 kDa; B-galactosidasa, 114.317 kDa; albumina de suero bovino, 74.141 kDa;
albumina de huevo, 48.044 kDa; anhidrasa carbonica, 34.435 kDa; inhibidor de
tripsina de soya, 27.236 kDa; lisozima, 17.086 kDa y aprotinina, 6.246 kDa.

Los extractos de albuminas y globulinas (equivalentes a 5 mg y 0.5 mg de harina,
respectivamente) se mezclaron con un volumen equivalente de amortiguador de
muestra [Tris-HCI 62.5 mM (pH 6.8), SDS 2 % (p/v), glicerol 25 % (viv), 2-
mercaptoetanol 5 % (v/v), azul de bromofenol 0.01 %] y después se aplicaron en
pozos de geles de poliacrilamida de 12.5 % (p/v) para su separacion (Cuadro 7). Las
proteinas en el gel se visualizaron por tincién durante 2 h con una solucion de azul

brillante de Coomassie R-250 al 0.25 % (p/v) (Sigma, St Louis, MO, EUA) en 40 % de
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Cuadro 7. Composicion del gel concentrador y gel separador utilizados en

electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio.

Reactivo Gel concentrador (10 mL) Gel separador (10 mL)
4% 12.5%
Acrilamida 30% (p/v): 1.3 mL 4.2 mL

Bisacrilamida 2.67% (p/v)

Amortiguador de gel [Tris-HCI

2.5 mL .

0.5M, pH 6.8

Amortiguador de gel [Tris-HCI L 2.5 mL
1.5 M, pH 8.8

SDS 10% (p/v) 0.1 mL 0.1 mL
Agua 6.1 mL 3.2 mL
Persulfato de amonio 10% (p/v) 120 pL 50 pL
TEMED 30 pL 30 pL
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metanol y 10 % de acido acético. El gel se destifi6 con una solucion de metanol-
acido acético-agua (40:10:50 v/v) por 3 h y las imagenes de los geles se obtuvieron
con un sistema de fotodocumentacién XRS (BioRad). El contenido de cada una de
las proteinas en las diferentes subfracciones se estimé densitométricamente por
medio del programa Quantity One (BioRad), para lo cual se seleccion6 la misma
area/volumen en cada una de las subfracciones, tomando como referencia la de

mayor intensidad y volumen.

2 Contenido y propiedades fisicoquimicas del almidén
a Determinacion de almidén total

El contenido de almiddn total se determiné con el kit de analisis de almidon total
K-TSTA (Megazyme, Irlanda). Se pesaron 100 mg de harina a la cual se le agregaron
5 mL de etanol al 80 % y se incubd durante 5 min a 80-85 °C. Posteriormente la
pastilla se lavo dos veces con 5 mL de etanol al 80 % para eliminar maltodextrinas.
La muestra libre de maltodextrinas se colocé en agitacion por 20 min a 4 °C en
presencia de KOH 2 M con la finalidad de disolver el almiddn resistente, seguido de
neutralizaciébn con amortiguador de acetato de sodio (1.2 M, pH 3.8). Se adicionaron
100 uL de a-amilasa y 100 uL de amiloglucosidasa. Se incub6 a 50 °C durante 30
min, posteriormente se aford a 100 mL con agua destilada. Se tomd una alicuota de
10 mL y se centrifugd a 1,600 g por 10 min, del sobrenadante se tomaron 100 uL de
muestra por duplicado y se adicionaron 3 mL de Glucosa oxidasa peroxidasa
(GOPOD) para una posterior incubacion durante 20 min a 50 °C. Para la obtencién
del blanco se tomaron 100 pL de agua desionizada estéril y por ultimo, se agregaron

3 mL de GOPOD; de igual manera se realizé para la obtencion del estandar de
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glucosa. Transcurrido el tiempo de incubacién se midi6 la absorbancia de las

muestras a 510 nm. El porcentaje de almidon se obtuvo con la siguiente formula:

%Almidén = AAxFxDx 1.8
Donde:
AA = Absorbancia de la reaccion
F = 100 pg de D-glucosa/ abs para 100ug de D-glucosa

D = Factor de dilucién

b Aislamiento de granulos de almidon

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

durante 12 h.
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¢ Determinacion de amilosa/amilopectina
1) Pretratamiento del almidon

La determinacion de amilosa y amilopectina se realizé con el kit K-AMYL 04/06
para amilosa/amilopectina (Megazyme, Irlanda). Un total de 25 mg de harina se
trataron con 1 mL de dimetilsulféxido (DMSO), se mezclaron con un vortex a baja
velocidad y se calentaron en agua en ebullicion durante 1 min. El tubo se mezcld
vigorosamente y se volvidé a colocar en agua en ebullicion por 15 min con agitacion
intermitente. Una vez retirado el tubo se dej6 en reposo por 5 min y se le agregaron 2
mL de etanol al 95 % con agitacion continua en vértex. Se agregaron otros 4 mL de
etanol y se mezclaron por inversién formando un precipitado, se dejé reposar toda la
noche. Las muestras se centrifugaron a 2,000 g por 5 min y el precipitado se secé
por 10 min hasta asegurarse que todo el etanol se evapord. Posteriormente al
precipitado se le agregaron 2 mL de DMSO, y se colocé en bafio maria por 15 min
con mezclado intermitente. Al retirar las muestras, inmediatamente se agregaron 4
mL del solvente con Concanavalina A (Con A), se mezcld vigorosamente y se vacio
el contenido en matraces volumétricos (25 mL) con lavados constantes con solvente

de Con A hasta aforar (solucion A).

2) Precipitacion de amilopectinay determinacién de amilosa

Se tomd 1 mL de la solucion A 'y se coloco en un tubo de 2 mL [Simultdneamente
se realizo la determinacion de almidén (Paso 3)], se agregaron 0.5 mL de la solucion
de Con Ay se mezcl6 por inversion evitando formar espuma. El tubo se dejé reposar
por 1 h, posteriormente se centrifug6 (14,000 g, 10 min) a temperatura ambiente. Se

transfirio 1 mL del sobrenadante a un tubo de 15 mL y se agregaron 3 mL de buffer
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de acetato de sodio 100 mM, se mezclé y calentd por 5 min en agua en ebullicién. El
tubo se coloc6é en bafio maria a 40 °C por 5 min, se le afiadieron 0.1 mL de las
enzimas a-amilasa/amiloglucosidasa y la muestra se mezclé e incub6 por 30 min a
40 °C, seguido de centrifugacion por 5 min a 2,000 g. Se pas6 un 1 mL del
sobrenadante a un tubo de vidrio y se le afadieron 4 mL de glucosa
oxidasa/peroxidasa, se incub6é por 20 min a 40 °C, incluyendo un blanco y el
estandar de Glucosa. La absorbancia de las muestras y del estandar se midi6 a 510

nm.

3) Determinacion de almidén

Se colocaron 0.5 mL de la solucién A en un tubo de 15 mL, se agregaron 3 mL
de buffer de acetato de sodio 100 mM, se mezclé y se afadieron 0.1 mL de las
enzimas a-amilasa/amiloglucosidasa, seguido de un mezclado e incubacion por 10
min a 40 °C. Posteriormente se tomo una alicuota de un mL y se le agregaron 4 mL
de glucosa oxidasa/peroxidasa. Finalmente, se incubaron (junto con las muestras de
amilosa) por 20 min a 40 °C. La absorbancia de las muestras se midié a 510 nm. El

porcentaje de amilosa se obtuvo con la siguiente férmula:

&amiiosa) (D 1

—) X (100)

Amilosa (%) = ( D2

Aalmidon

Donde:

Aamilosa= Absorbancia de la alicuota para amilosa
Aalmidon= Absorbancia de la alicuota para almidon total
D1 = Factor de dilucion de la alicuota de amilosa

D2 = Factor de dilucion de la alicuota de almidén
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d Determinacién del grado de hinchamiento

Se determiné de acuerdo al método descrito por Konik-Rose y col (2001). Se
pesaron 40 mg de almidén tomando en cuenta la humedad para la obtencién del
peso seco (S), se coloc6 en un tubo de 1.5 mL y se mezcldé con 1 mL de agua, se
agitd vigorosamente y se incub6 en un termomezclador Compact por 30 min a 92.5
°C con agitaciones suaves por inversion (20 veces/1 min y 2 veces por periodos de
15, 2, 3,4,5,7.5, 10, 15y 25 min). La muestra se colocé en un bafio de agua por 3
min a 20 °C para bajar la temperatura, realizando dos agitaciones suaves al tiempo
cero y después de 1.5 min. La muestra se centrifugé a 17,000 g por 10 min en una
centrifuga 5417 C (Eppendorf AG, Hamburg, Alemania), se retir6 completamente el
sobrenadante y se peso la pastilla obtenida (B). El grado de hinchamiento se

determin6 mediante la siguiente formula:

peso de la pastilla (B)

Grado de hinchamiento =
peso seco de la muestra (5)

e Propiedades térmicas del almidon

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

La muestra de almidon se sometié a calentamiento en un intervalo de temperatura de
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30 hasta 120 °C con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min. Para el andlisis
de retrogradacion, las muestras gelatinizadas se almacenaron a 4 °C por 7 dias y de
nuevo se sometieron a calentamiento bajo las mismas condiciones.

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

El porcentaje de retrogradacion se calcul6 con la siguiente formula:

. AH,
¥ Retrogradacion = —x 100
AH,

3 Caracterizacion fitoquimica
a Cuantificacion de carotenoides totales

Se realizo de acuerdo con lo descrito por Kimura y Rodriguez-Amaya (2004). Se
pesaron 1.5 g de harina de garbanzo, la cual se rehidrat6 con 5 mL de agua
desionizada y se dej6 en una agitador de balanceo (Vari-Mix) por 30 min a
temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 10 mL de acetona fria y la
mezcla se homogeneiz6 en un Vari-Mix por 15 min. El homogeneizado se filtr6 a
través de papel Whatman #40 con ayuda de una bomba de vacio y se recolecto el
extracto. La harina se extrajo de nuevo con 25 mL de acetona fria (-20 °C)
macerando en un mortero y pistilo, seguido de una filtracion con vacio y recolectando
el filtrado. Este procedimiento de molienda vy filtrado se repitid al menos dos veces o
hasta que el residuo no presentod coloracion. Se agregaron 10 mL de éter de petréleo

a una tercera parte del volumen recuperado en el proceso de extraccion. Se
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afiadieron lentamente 150 mL de agua destilada, evitando agitar la mezcla para
prevenir la formacién de una emulsion. Se dejo reposar la mezcla durante 15 min
para separar las fases y se descartd la acuosa. Este proceso se repiti6 dos veces
mas, tomando en cada ocasion la tercera parte del extracto recuperado en el filtrado.
Una vez completada la separaciéon de fases se tomé una alicuota de 10 mL vy se filtrd
en presencia de sulfato de sodio. Posteriormente, se procedio a leer la absorbancia
de ese extracto a 450 nm.

El contenido de carotenoides se determind con la siguiente formula:

ug (A,,...)(Volumen total en mL)(10%)

Carotenoides Totales (—) =
g

(.41% / ) (Peso de la muestra en g)
flem

Donde:
Aotal = Absorbancia medida
Volumen total = Volumen total del extracto (10 mL)

Axzg = Coeficiente de absorcion de carotenoides en éter de petréleo en una celda

f1em

de 1 cm (2500).

b Perfil de carotenoides

El perfil de carotenoides se determind utilizando las condiciones descritas
previamente por Abbo y col (2005) con algunas modificaciones. Una muestra de 250
mg de harina se mezclé con 5 mL de acetona fria y se extrajo por sonicacion durante
5 min (Sonicador FS30H, Fisher Scientific, USA); posteriormente se centrifugd a
10,000 g por 5 min, se recuper6 el sobrenadante y se secd en un rotavapor, seguido

de su resuspensiéon en 250 uL de acetona. La muestra se pasoé por un filtro de jeringa
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de 0.45 um (PVDF membrane HPLC certified, Pall, USA) y se analizé en un equipo
de HPLC modelo 1100 (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA). Se
inyectaron 20 yL de muestra para su separacién en una columna YMC carotenoid
(250 mm x 4.6 mm x 5 ym) a temperatura de 30 °C. La fase movil consistio de
terbutilmetiléter (15 %), metanol (81 %) y agua (4 %). En la separacion se aplicd un
flujo de 0.7 mL/min y un gradiente para alcanzar 77.5 % de metilbutiléter, 18.5 % de
metanol y 4 % de agua, con un tiempo de corrida de 45 min. La deteccién se realizo
con un detector de arreglo de diodos a 447 nm. Los carotenoides se cuantificaron a
partir de curvas de calibracion construidas con estandares comerciales (Luteina,

zeaxantina, B-caroteno).

¢ Preparacion de extractos metandlicos

Los extractos metandlicos utilizados para la determinacion de compuestos
fenolicos totales y el perfil de compuestos fendlicos se obtuvieron siguiendo la
metodologia de Sreerama y col (2010) con ligeras modificaciones. Se pesaron 0.5 g
de harina y se mezclé6 con 15 mL de metanol al 80 % (v/v), la mezcla se
homogeneiz6 por 30 minutos en un agitador orbital y de ahi se sonicd por 30 min. Al
extracto sonicado se le realizé una hidrélisis acida con 6 ml de HCI 2M.
Posteriormente se sometid a calentamiento en bafio Maria por 30 min. Transcurrido
el tiempo se centrifugo a 3,214 g por 10 min. El sobrenadante se mezcl6 con 10 mL
de hexano. Una vez separadas las dos fases, se recuper6 la fase acuosa y se
mezcld con 10 mL de acetato de etilo. Se recuperé la fase de acetato de etilo y se

llevé a sequedad en un rotavapor. El residuo seco se resuspendio en 300 mL de
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metanol y se paso6 por un filtro de 0.45 um (PVDF membrane HPLC certified, Pall,

USA). Los extractos de almacenaron a -20 °C hasta su posterior analisis.

d Compuestos fendlicos totales

El contenido de compuestos fendlicos totales se determiné mediante el método
colorimétrico descrito por Singleton y col (1999). Primeramente se oxidaron 20 uL del
extracto metandlico con 180 uL del reactivo Folin-Ciocalteu. Luego de 3 min de
reposo, se adicionaron 50 pyL de una solucion de carbonato de sodio al 7% y se
incubaron por 90 min. Se midi6 la absorbancia a 750 nm utilizando un lector de
microplacas (SynergyTM HT Multidetection, Biotek, Inc., Winooski, VT). Para la
cuantificacion se prepar6 una curva utilizando &cido galico como estandar. El
contenido de fendlicos totales se expres6 como mg equivalentes de acido gélico (mg

GAE) por 100 g de muestra en base seca (bs).

e Perfil de compuestos fendlicos

Para determinar el perfil de compuestos fendlicos se analizaron 5 pL del extracto
metandlico con un equipo de HPLC-DAD ACCELA (Thermo Fisher Scientific, Inc,
Whaltman, USA). La separacion se realizé en una columna FORTIS C18 (50 x 2.1
mm) (Fortis Technologies LTD., Cheshire, Inglaterra). La fase movil consistio de
agua-acido formico al 1 % (A) y acetonitrilo (B) inyectandose al HPLC con una
velocidad de flujo de 0.2 mL/min; se utilizé un gradiente lineal iniciando con 95.5 %
de A al minuto O hasta un 40 % al min 40, finalmente la columna fue reequilibrada
con 100 % de A durante 5 min. El tiempo total de corrida fue de 50 minutos. La

detecion se realizé a 280, 320 y 350 nm. La identificacion de compuestos fendlicos
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en la muestra se realizé por comparacion de los tiempos de retencidn y espectros de
los picos cromatograficos con los de estdndares (acido galico, acido p-
hidroxibenzoico, acido siringico, catequina, miricetina, quercetina, genisteina y

kaempferol).

4 Analisis genético
a Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de 75 muestras (5 plantas por genotipo) se realizo
utilizando el método micropreparatorio (micro-prep) descrito por Cingilli y Akgin
(2005) con algunas modificaciones. Aproximadamente 0.2 g de tejido vegetativo
previamente molido en nitrégeno liquido se incubaron con 1.5 mL de amortiguador de
extraccion [Tris-HCI 0.1 M, pH 8.0; NaCl 1.0 M; EDTA 0.02 M; CTAB 2 % (p/v);
PVP40 2 % (p/v); B-mercaptoetanol 0.4%] y 0.3 ml de sarcosil 5% a 65°C por 1 h;
posteriormente se agregaron 1.5 mL de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1, v/v).
Después de un periodo de agitacion de 5 min (varimix) se centrifugd a 424 g a 4 °C
por 10 min. La fase acuosa fue transferida a un tubo nuevo, se agregaron 1.5 mL de
etanol frio y se colocaron a -20 °C toda la noche para facilitar la precipitacion del
ADN. EI ADN precipitado se recuperd por centifugacion (424 g, 10 min, 4 °C), se lavo
la pastilla con etanol al 75 % durante 20 min con agitacion (varimix), se centrifugé de
nuevo y la pastilla de ADN se secO a temperatura ambiente. Una vez seca, se
resuspendié en 0.5 ml de amortiguador TE [Tris-HCI 0.1 M, pH 8.0; EDTA 0.01 M] y
se incub6 a 60 °C por 20 min. Posteriormente el ADN se precipitd con 0.5 mL de

isopropanol frio y 0.1 mL de acetato de sodio 3 M, se recuperd por centrifugacion
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(424 g, 10 min), se lavo con 0.5 mL de etanol al 70 %, se centrifugd de nuevo, se

seco la pastilla de ADN y finalmente se resuspendié de nuevo en amortiguador TE.

b Obtencion de microsatélites

Se utilizaron las condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
para maiz descritas por Pineda-Hidalgo y col (2011). La mezcla de reaccién consistio
de 1 yL de ADN (50 ng/uL), 1.5 pL de amortiguador de PCR 10X (200 mM Tris-HCI
[pH 8.4], 500 mM KCI), 0.6 pL de dNTP 2.5 mM, 0.6 pL de MgCl, 50 mM, 1 U de Taq
ADN polimerasa, 0.25 pL de iniciadores 25 uM y agua estéril para un volumen final
de 15 pL. Se empled un termociclador C1000 touch (BiO-RAD, CA, USA) él cual fue
programado con un periodo inicial de 5 min a 95 °C, seguido de 30 ciclos de 1 min a
94 °C, 1 min a 55 °C, temperatura Optima para los microsatélites y 1.5 min a 72 °C,
con un periodo final de 5 min a 72 °C. En el Cuadro 8 se muestran las caracteristicas
de los 30 microsatélites utilizados.

La separacion de los fragmentos amplificados se realizd por electroforesis en
geles de poliacrilamida al 15 % (p/v) bajo condiciones no desnaturalizantes con
amortiguador TAE 1X (Tris-Acetato 40 mM, pH 8.0, EDTA 1 mM). Se utiliz6 un gel
concentrador al 4 %. La corrida se realizé en una unidad electroforética vertical MP3
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) y una fuente de poder EC600-90 (Thermo EC,
Waltham, MA, USA). Se empleé como marcador de tamafio molecular una escalera
de 50 pb (GE Healthcare, Piscataway, NY, USA). Los 15 uL de la reaccion de PCR
se mezclaron con 3 pL de amortiguador de carga 6x [azul de bromofenol 0.25 %
(p/v), sacarosa 30 % (p/v)] (Sambrook y Russell, 2001) y posteriormente se cargaron

en los pozos del gel. La separacion electroforética se realizo a voltaje constante (100
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Cuadro 8. Caracteristicas de los marcadores microsatelites utilizados.

Ubica- Secuencia ) o
Nombre Secuencia de los iniciadores
cion repetida
CaSTMS2? LG4 (TAT)25 D: ATTTTACTTTACTACTTTTTTCCTTTC
R: AATAAATGGAGTGTAAATTTCATGTA
CaSTMS15% LG6 (ATT)21 D: CTTGTGAATTCATATTTACTTATAGAT
R: TCCGTAATTTAAGGTAGGTTAAAATA
CaSTMS21% LG1 (CT)9n(CTTT)2 D: CTACAGTCTTTTGTTCTTCTAGCTT
(CT)4 R: ATATTTTTTAAGAGGCTTTTGGTAG
NCPGR6" - (CA)12 D: GACCAAGATTAGTAGAACCT
R: TATGTCTACACCTATGCATC
NCPGR7" - (CA)14 D: GACCAAGATTAGTAGAACCT
R: CTTGATAAGGATGAGTCATG
NCPGR12° - (CT)35 D: CCTTGTTAGTGTGTATAGGT
R: GTAATGACCAAGTGAACA
NCPGR19" - (GA)19 D: TCCATTGTAGCTTAGCTTAG
R: TCTTACTCTTAGCTTACCTCTT
TA14%¢ LG6 (TAA)22n(TAA)4 D: TGACTTGCTATTTAGGGAACA
T(A)3n(AAT)5n R: TGGCTAAAGACAATTAAAGTT
(A)3n(GA)4(TA
A)5
TA21%¢ LG7 (TAA)51 D: GTACCTCGAAGATGTAGCCGATA
R: TTTTCCATTTAGAGTAGGATCTTCTTG
TA22%¢ LG6 (ATT)40 D: TCTCCAACCCTTTAGATTGA
R: TCGTGTTTACTGAATGTGGA

D: Directo (5°-3"); R: Reverso (3’-5’). LG: grupo de ligamiento (del inglés linkage group).
2Hiittel y col (1999); ® Sethy y col (2003); ®Winter y col (1999); ¢ Millan y col (2010).
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Cuadro 8. Continuacion

Ubica- Secuencia

Nombre _ _ Secuencia de los iniciadores
cion repetida
TA27%¢ LG2 (TAA)21 D: GATAAAATCATTATTGGGTGTCCTTT
R: TTCAAATAATCTTTCATCAGTCAAATG
TA46%¢ LG4 (TAA)22 D: TTTATTGCAATAAAACTCATTTCTTATC
RTTCTTTTTGTGTGAAAAAAAAATATAGTGA
TAB4%¢ LG3 (TAA)39 D: ATATATCGTAACTCATTAATCATCCGC
R: AAATTGTTGTCATCAAATGGAAAATA
TA71%¢ LG5 (AAT)32 D: CGATTTAACACAAAACACAAA
R: CCTATCCATTGTCATCTCGT
TA72%¢ LG4 (ATT)36 D: GAAAGATTTAAAAGATTTTCCACGTTA
R: TTAGAAGCATATTGTTGGGATAAGAGT
TA113%¢ LG1 (TAA)26 D: TCTGCAAAAACTATTACGTTAATACCA
R: TTGTGTGTAATGGATTGAGTATCTCTT
TA118°%¢ LG8 (TAA)45 D: ACAAGTCACATGTGTTCTCAATA
R: GGAAAGGTTAAGAAATTTTACAATAC
TA130%¢ LG4 (TAA)19 D: TCTTTCTTTGCTTCCAATGT
R:GTAAATCCCACGAGAAATCAA
TA135%¢ LG3 (TAA)17 D: TGGTTGGAAATTGATGTTTT
R: GTGGTGTGAGCATAATTCAA
TA200%¢ LG2 (TTA)37 D: TTTCTCCTCTACTATTATGATCACCAG

R: TTGAGAGGGTTAGAACTCATTATGTTT

D: Directo (5’-3’); R: Reverso (3’-5’). LG: grupo de ligamiento (del inglés linkage group).
aHiittel y col (1999); ° Sethy y col (2003); ©Winter y col (1999); ¢ Millan y col (2010).
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Cuadro 8. Continuacion

Nombre Ub_lca_ Secue-nma Secuencia de los iniciadores
cion repetida
TA206° - (TAA)25 D: GTCCCACTTCCACTTATAAAGGTT
R: TAACGTATCTTGCAGATTTCAAATAAA
TA76s° LG1 (AAT)7(AAT)4[ACT D: TCCTCTTCTTCGATATCATCA
AAT)11]2n(AAT)3n R: CCATTCTATCTTTGGTGCTT
(AAT)2(ATT)5
TAA58%¢ LG7 (AAT)41 D: CATTGCTTAAGAACCAAAATGG
R: CAATTTTACATCGACGTGTGC
TaaSH®* LG5 (TAA)40 D: GGTAGACGCAAAAGAGTGGG
R:GCCACATTGACCAGGAATG
TR2%d LG3 (TTA)36 D: GGCTTAGAGTTCAAAGAGAGAA
R:AACCAAGATTGGAAGTTGTG
TR7%¢ LG6 (TTA)25 D: GCATTATTCACCATTTGGAT
R: TGTGATAATTTTCTAAGTGTTTT
TR29°¢ LG5 (TAA)Sn(TAA)32  D: GCCCACTGAAAAATAAAAAG
R: ATTTGAACCTCAAGTTCTCG
TR31°¢ LG3 (TAA)20 n(A)5 D: CTTAATCGCACATTTACTCTAAAATCA
(TAA)9 R: ATCCATTAAAACACGGTTACCTATAAT
TR43%4 LG1 (TAA)24 D: AGGACGAAACTATTCAAGGTAAGTAGA
R: AATTGAGATGGTATTAAATGGATAACG
TS84° - (TTA)25 D: TTATAACAGCTTCCTTCTATTTGTTTTG
R: AAGGCAAAAGTTTTTATCCCTTAATAG

D: Directo (5’-3’); R: Reverso (3’-5’). LG: grupo de ligamiento (del inglés linkage group).
2Huttel y col (1999); ® Sethy y col (2003); ¢ Winter y col (1999); ¢ Millan y col (2010).
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V) durante aproximadamente 3 h. El gel se tifid con una solucién de bromuro de
etidio (0.01 pg/mL) y los productos se digitalizaron en presencia de luz ultravioleta
con un fotodocumentador Chemidoc XRS (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), utilizando el

programa QuantityOne (Bio-Rad) para la adquisicion y andlisis de las imagenes.

5 Anélisis de asociacion

El mapeo por asociacion se realizdé con el programa PowerMarker version 3.25
(Liu y Muse 2005). Se utilizé un andlisis de varianza donde el factor fue el marcador
en cuestion y los niveles del mismo (tratamientos) los genotipos que presenté el
marcador en la poblacién de estudio. Como ejemplo, si un marcador presentd solo
dos alelos (A1 y Ay), existieron tres posibles genotipos (A1A1, A1Az, A2Az), por lo tanto
tres niveles del factor o tratamientos. Del total de individuos u observaciones de la
caracteristica en cuestion, un cierto numero correspondié a cada tratamiento o
genotipo. A partir de esta informacion, se realizé una prueba F donde la hipétesis
nula (Ho) se refirid6 a que no existe asociacion significativa entre el marcador y la
caracteristica de interés, estableciendo como criterio un valor de p < 0.05 para

rechazar la hipétesis y por lo tanto, asumir que si existe la asociacion.

6 Analisis estadistico

Para el analisis de las caracteristicas nutrimentales y nutracéuticas se utilizé un
disefio unifactorial, cuyo factor fueron los diferentes genotipos evaluados. El analisis
de varianza se acompafo de una prueba de comparacion de medias por el método
de Fisher con un nivel de significancia del 5 %. Para todos los analisis se utilizo el

programa Statgraphics Plus 5.1 (StatPointTechologies, Inc., Warrenton VA, EUA).
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VIl RESULTADOS Y DISCUSION

A CONTENIDO Y PERFIL DE LAS PRINCIPALES PROTEINAS DE
ALMACENAMIENTO DEL GRANO EN LOS GENOTIPOS DE GARBANZO
1 Contenido de proteina total

El garbanzo ha sido reconocido como una fuente econdmica de proteinas
vegetales en la dieta humana de numerosos paises en desarrollo debido a su alta
biodisponibilidad y alto valor biolégico (Dhawan y col 1991). En el Cuadro 9 se
muestra el contenido de proteina total de los 15 genotipos analizados en el presente
estudio, donde se puede observar una amplia variacion en esta caracteristica, con un
rango de valores de 14.5 a 22.9 g proteina /g muestra (bs) para los genotipos
Blanoro e ICC 3421, respectivamente. El andlisis estadistico reveld diferencias
significativas en el contenido de proteina entre los genotipos, pero no entre los
valores promedio de cada tipo, él cual fue de 19.8 g proteina /g muestra para los
genotipos tipo desi y tipo kabuli. Este valor es similar al promedio de 20.4 g proteina
/g muestra reportado por Singh y col (2008b) para 3 genotipos de garbanzo tipo desi
y 2 tipo kabuli de la India. Asimismo, los valores encontrados en los 15 materiales del
presente estudio caen dentro del rango de 13.3 a 26.8 g de proteina /g de muestra
reportado por Jadhav y col (2015) en 187 genotipos representativos de la diversidad
de garbanzos tipo desi y kabuli. Cabe destacar que la variabilidad en contenido de
proteina encontrada en el presente estudio representa el 62 % de la observada por
estos autores, a pesar de que el numero de genotipos corresponde solamente al 8
%, lo que sugiere una amplia base genética de los materiales de garbanzo utilizados

con potencial de uso en el mejoramiento de esta caracteristica.
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Cuadro 9. Contenido de proteina en los genotipos de garbanzo estudiados.

Proteina
Genotipo (9/100 g harina, bs)
Desi
ICC 5613 19.1°
ICC 6303 21.8"
ICC 5383 18.6'
ICC 4418 19.1¢
ICC 3761 20.1¢
ICC 14872 15.1"
ICC 13124 16.7¢
ICC 3512 19.0°'
ICC 3421 22.9%
Promedio 19.8%
Kabuli
Bco. Sin. 92 21.2°
Jumbo 2010 18.7'
Blanoro 14.5'
Progreso 95 18.7'
Hoga 340 19.6%
Hoga 021 22.2%
Promedio 19.8%

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (P<0.05)
entre las medias de acuerdo con la prueba de Fisher. Letras diferentes para los
valores promedio indican diferencias significativas (P<0.05) entre garbanzos tipo desi

y kabuli de acuerdo con una prueba t.
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2 Perfil de las principales fracciones de proteinas
a Globulinas

En la Figura 4 se muestra la separacion por SDS-PAGE de la fraccién de
globulinas extraida de 0.5 mg de harina en los 15 genotipos de garbanzo. El analisis
del perfil obtenido permitié identificar 7 bandas como proteinas del tipo vicilina 7S y
leguminas 11S subunidades a y B. Los pesos moleculares encontrados en este
estudio para las fracciones de vicilina 7S (49.6, 34.3, 17.5 kDa) fueron similares a los
reportados para las proteinas 7S de chicharo (50, 35, 19 kDa) por Guéguen (1991).
Sathe y col (1987) identificaron una vicilina 7S (78 kDa) similar a la vicilina 7S de
71.4 kDa encontrada en este estudio.

Sanchez-Vioque y col (1999) identificaron en garbanzo una legumina 11S (39
kDa) que correspondié con una glicinina 11S de soya (42 kDa). En todos los
genotipos evaluados en el presente trabajo fue posible identificar dos bandas para la
proteina legumina 11S subunidad a, una de 40 kDa y otra que presentd dos
isoformas (36 y 37 kDa); los genotipos tipo kabuli solo presentaron la isoforma de 37
kDa, mientras que los tipo desi presentaron ambas isoformas. El hecho de que la
isoforma de 36 kDa solo se encontré en algunos genotipos tipo desi sugiere la
posibilidad de utilizarla como marcador para diferenciar estos genotipos de garbanzo.
Interesantemente, dos de los genotipos tipo desi (ICC 6306 y ICC 3421) que
presentaron la isoforma de 37 kDa se agruparon con los genotipos kabuli en un
analisis de agrupamiento de proteinas realizado por Guerrero-Soto (2014), lo que
sugiere la posibilidad de que estos genotipos tengan un ancestro en comun del cual

heredaron esta isoforma.
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En el Cuadro 10 se muestran los resultados de la cuantificacion densitométrica
de cada una de las proteinas identificadas en la fraccion de globulinas. Se
encontraron diferencias significativas en la acumulacion de todas las proteinas entre
los genotipos, donde en algunos casos como se menciond anteriormente se
encontraron diferencia cualitativas, tal es el caso de las isoformas de 36 y 37 kDa de
la legumina 11S subunidad a. En general se encontré una mayor acumulacion de las
tres isoformas de la legumina 11S subunidad a y de las isoformas de bajo peso
molecular de la vicilina 7S (17.5 y 34.8 kDa). La variabilidad observada en la
acumulacion de estas proteinas sugiere la posibilidad de realizar un analisis de

asociacion con la variacion alélica de marcadores moleculares.

b Albuminas

En la Figura 5 se muestra la separaciéon por SDS-PAGE de la fraccion de
albuminas extraida de 0.5 mg de harina en los 15 genotipos de garbanzo. Se
pudieron identificar bandas de proteinas que van desde 25.6 hasta 96 kDa,
correspondientes a las proteinas albumina 2S y lipoxigenasa, respectivamente. Estas
dos proteinas fueron las albuminas mas abundantes de acuerdo con el analisis
densitométrico (Cuadro 11).

La lipoxigenasa (96 kDa) es una enzima involucrada en la degradacion de acidos
grasos poliinsaturados; especificamente utiliza como sustrato a los acidos linolénico
y linoleico, jugando un papel clave en la regulacion ya que el producto final de la via
oxidativa en la que participan origina el aciso jasmonico, responsable de la activacion

de genes durante la respuesta a dafios en la planta (Baysal 2007).
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Cuadro 11. Andlisis densitométrico de la fraccion de albuminas en los 15 genotipos

de garbanzo evaluados.

Lipoxigenasa Albumina 2S Albumina 2S
Genotipo
P (96 kDa) (66 kDa) (25.6 kDa)
Desi
ICC 5613 25742 1870% 2543
ICC 6306 2340%° 1722% 2697%°¢
ICC 5383 2083"° 1606° 2670%¢
ICC 4418 22261 1609° 2726%¢
ICC 3761 2041"" 1642%° 27852
ICC 14872 1943°" 1618° 28092
ICC 13124 2032°" 1636° 2728%°¢
ICC 3512 2112%° 1719%° 2336¢
ICC 3421 2320%¢ 19752 2730%¢
Promedio 21862 17112 26702
Kabuli
Bco. Sin. 92 1569 1750%° 2755%°¢
Jumbo 2010 1657° 17543 2677%¢
Blanoro 17849 1800%° 2674%°¢
Progreso 95 1838°" 1785% 28122
Hoga 340 2140%° 1791% 2527
Hoga 021 1768%" 1715% 2583%¢
Promedio 17932 17652 267122

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas
(P<0.05) entre las medias de acuerdo con la prueba de Fisher. Letras
diferentes para los valores promedio indican diferencias significativas

(P<0.05) entre garbanzos tipo desi y kabuli de acuerdo con una prueba t.
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Esto coincide con el hecho de que los genotipos tipo desi fueron los que presentaron
una mayor acumulacion de lipoxigenasa, los cuales a su vez son los que
generalmente presentan mayor resistencia a estrés como ataque de patdgenos.

En el caso de la albumina 2S se pudieron identificar dos bandas (25.6 y 66.1
kDa). La proteina de 25.6 kDa es similar a la albamina PA2 reportada por Clemente y
col (2000); esta proteina es del tipo lectina, cuya principal funcion es aglutinar los
carbohidratos. Al igual que en otras leguminosas como el chicharo (Clemente y col
2000), esta albumina fue la mas abundante en los genotipos de garbanzo (Cuadro
11). En relacion a la albumina de 66 kDa, esta coincide con una proteina con

actividad antifingica reportada por Duan y col (2013) en garbanzo.

B PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL ALMIDON EN LOS GENOTIPOS DE
GARBANZO ESTUDIADOS
1 Composicion y grado de hinchamiento
a Almidén total

El contenido de almiddn total mostré diferencias significativas (p<0.05) entre los
genotipos, con valores entre 37.3 y 53.0 g/100 g harina (Cuadro 12). El valor méas
pequefio lo presentd el genotipo tipo kabuli Hoga 021, mientras que el valor mas alto
se observo en el garbanzo tipo desi ICC4418. Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre los valores promedio de almidén de los genotipos desi
y kabuli garbanzo (Cuadro 12). En lo general, el contenido de almidon de los
genotipos se encontré dentro de los rangos reportados por otros autores para

garbanzo.
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Cuadro 12. Composicion y grado de hinchamiento del almidon de los genotipos de

garbanzo estudiados.

Almidon Amilosa GH

Genotipo
(9/100 g harina) (g/100 g almidén) (g H.O/g almiddén)

Desi
ICC5613 44.3" 27.6° 6.6
ICC6306 47.2% 22.9% 6.9"
ICC5383 49.7° 28.5° 5.69
ICC4418 53.0% 27.4> 5.19
ICC3761 44.9' 31.4% 5.49
ICC14872 42.29 22.2' 8.0°
ICC13124 37.9 26.6° 8.3%
ICC3512 39.0' 27.5° 8.0°
ICC3421 40.7" 27.7° 7.2
Promedio 44.3 26.8° 6.8°
Kabuli
Bco. Sin. 92 48.1% 26.8° 8.6%
Jumbo 2010 46.2° 22.1' 9.5%
Blanoro 485" 22.3 9.8°
Progreso 95 38.4! 20.49 9.4%
Hoga 340 44.9" 25.1¢ 8.3%
Hoga 021 37.3 23.8° 8.9
Promedio 43.9 23.4° 9.1

GH: Grado de hinchamiento.

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (P<0.05)
entre las medias de acuerdo con la prueba de Fisher. Letras diferentes para los
valores promedio indican diferencias significativas (P<0.05) entre garbanzos tipo desi

y kabuli de acuerdo con una prueba t.
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Meares y col (2004) reportaron un contenido de almidon entre 40 y 46 % para
genotipos tipo desi de Australia, mientras que Ozer y col (2010) encontraron un

rango de 41.8 a 49.1 % para genotipos tipo kabuli de Turquia.

b Contenido de amilosa

La variacion en el contenido de amilosa de los 15 genotipos de garbanzo se
muestra en el Cuadro 12. El rango de valores obtenido fue de 20.4 (Progreso 95) a
31.4 g/100 g almidon (ICC3761). En promedio los genotipos tipo desi presentaron un
contenido de amilosa significativamente mayor que los del tipo kabuli. Estos valores
coinciden con lo reportado previamente para garbanzo tipo desi de Australia por
Meares y col (2004) (24-27%) y de la India por Singh y col (2004) (28.6 a 34.3%), asi
como el contenido promedio obtenido por Huang y col 2007 (27.2 %), para genotipos
de China.

La amilosa es un componente importante ya que participa en la gelificacion y
retrogradacion del almidén cuando éste es sometido a procesos de coccion y
almacenamiento, por lo que garbanzos con bajo contenido de amilosa como
Progreso 95 pudieran ser aptos para productos con textura mas suave y mayor

digestibilidad (Biliaderis 1991).

¢ Grado de hinchamiento

El grado de hinchamiento (GH) se utiliza frecuentemente como una medida
indirecta de la adquisicion de agua durante la gelatinizacion del almidén (Konik-Rose
y col 2001). Los valores encontrados fluctuaron entre 5.1 y 9.8 g H,O/g almidén,

correspondientes a los genotipos ICC4418 y Blanoro, respectivamente (Cuadro 12).
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En promedio, los almidones de los genotipos tipo kabuli presentaron un hinchamiento
significativamente mayor que los de tipo desi. Estos valores son inferiores al rango
de 11.4-13.6 g/g reportado por Singh y col (2004) en 5 genotipos de garbanzo tipo
desi y un kabuli de la India, lo cual se puede atribuir a diferencias en la base genética
y el método empleado en la determinacion. No obstante, el rango de valores obtenido
en el presente estudio sugiere una amplia variabilidad en las propiedades que
dependen de este parametro, como lo son las reoldgicas.

El hinchamiento de los granulos de almidén esté relacionado con la disrupcion
parcial de puentes de hidrogeno intra e intermoleculares y depende de muchos
factores, dentro de los que destacan la composicion y estructura del granulo. EI GH
parece ser una propiedad principalmente asociada con la amilopectina; la presencia
de regiones menos cristalinas en el granulo por la distribucion asimétrica de
moléculas de amilopectina parece favorecer la entrada del agua y por lo tanto, el
hinchamiento, mientras que la amilosa puede actuar como un diluyente o bien formar
complejos con lipidos que inhiben este comportamiento (Tester y Morrison 1990). De
acuerdo con esto, el GH y contenido de amilosa de los genotipos de garbanzo se

correlacionaron inversamente (r=-0.715, p<0.001; Figura 6).

2 Propiedades térmicas

En el Cuadro 13 se presentan las propiedades de gelatinizacion y retrogradacion
del almiddén de los genotipos de garbanzo. La mayor variacion en la temperatura de
gelatinizacion se observo en los garbanzos tipo desi, con un rango de 63.8 a 68.6 °C
para los genotipos ICC5383 e ICC3512, respectivamente. En promedio, este

parametro fue ligeramente mayor en los garbanzos tipo desi que en los kabuli.
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Figura 6. Correlacion entre el grado de hinchamiento y el contenido de amilosa en 15

genotipos de garbanzo.
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Cuadro 13. Propiedades de gelatinizacién y retrogradacion del almidon de los

genotipos de garbanzo estudiados.

Genotipo TpG (°C) AHc (J/9) TpR (°C) AHRr(J/g) %R
Desi

ICC5613 65.6% 6.99 51.79" 2.8 41.1°9
ICC6306 65.9° 9.3° 54.8"1 3.6¢ 38.8™"
ICC5383 63.8' 7.9% 53.4%9 3.3° 41.4%9
ICC4418 67.9° 9.6™ 54.1%° 4.7 49.0°
ICC3761 66.3° 6.2" 50.7" 3.2° 59.5°
ICC14872 65.3%9 11.4° 53.9%¢ 4.0 34.4"
ICC13124 65.1' 11.2° 51.3%" 4.7% 41.9%9
ICC3512 68.6° 7.7 54.4"¢ 3.2° 41.8°9
ICC3421 67.8" 6.89" 54.9 3.3° 47.6"°
Promedio 66.3° 8.62 53.22 3.6% 44.0°
Kabuli

Bco. Sin. 92 64.4" 10.1° 56.42 3.8" 37.6%"
Jumbo 2010 65.2°9 8.2% 53.8%" 3.7 44.6"°
Blanoro 65.8°¢ 8.4° 55.4% 3.7" 44.0°°
Progreso 95 64.7%" 9.3° 51.2 4.0° 43.5°"
Hoga 340 65.07" 8.6 52.5°™" 4.0° 47.1>4
Hoga 021 65.1°9 9.1% 52.6%" 3.9"¢ 42.6°"
Promedio 65.0° 9.0 53.72 3.8% 43.2°

TpG: temperatura pico de gelatinizacién; AHG: entalpia de gelatinizacion; TpR:
temperatura pico de retrogradacion; AHR: entalpia de retrogradacion; %R: porcentaje
de retrogradacion. Letras diferentes en una misma columna indican diferencias
significativas (P<0.05) entre las medias de acuerdo con la prueba de Fisher. Letras
diferentes para los valores promedio indican diferencias significativas (P<0.05) entre

los garbanzos tipo desi y kabuli de acuerdo con una prueba t.
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Singh y col (2004) y Hughes y col (2009) reportaron para diferentes genotipos de
garbanzo rangos de temperatura de gelatinizacién de 66.4 a 69.0 °C y de 63.2 a
65.51 °C, respectivamente, los cuales corresponden con el encontrado en el presente
estudio. Este parametro es importante para determinar las variables de cocimiento de
la harina de garbanzo y sus productos.

La entalpia de gelatinizacion (AHG) también se presenté diferencias significativas
(p=<0.05) entre los diferentes genotipos, con valores de 6.2 (ICC3761) a 11.4 J/g
(ICC14872). Estos resultados son similares a los reportados por Singh y col (2010)
en 17 genotipos desi y 3 kabuli de la India (6.6 - 11.5 J/g). Esta propiedad se ha
utilizado como una medida general de cristalinidad (calidad y cantidad de los
cristales) y como un indicador de la pérdida del orden molecular en el granulo (Tester
y Morrison 1990; Cooke y Gidley 1992; Hoover y Vansanthan 1994). Gernat y col
(1993) establecieron que la cantidad de las dobles hélices y la cristalinidad en
almidones nativos estan relacionados positivamente con el contenido de
amilopectina. Lo anterior corresponde con la correlacién negativa encontrada en el
presente estudio entre el contenido de amilosa y la entalpia de gelatinizacion (r= -
0.478 p<0.001). La variabilidad en AHG observada entre los genotipos de garbanzo
sugiere diferencias estructurales importantes en los granulos de almidoén.

Los resultados de la retrogradacion del almidon después de siete dias a 4 °C se
muestran en el Cuadro 7. Las temperaturas de transicion y las entalpias fueron
menores que las observados para el proceso de gelatinizacion, lo cual esta asociado
a diferentes formas cristalinas en el almidon nativo y retrogradado (Singh y Singh,
2007). La temperatura de retrogradacion (TpR) varié de 50.7 a 56.4 °C para los

genotipos ICC3761 y Bco. Sin. 92, respectivamente, mientras que la entalpia de
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retrogradacion (AHgr) se encontré en un rango de 2.8 J/g (ICC5613) a 4.7 J/g
(ICC4418 y 13124). La AHr es un indicador de la desintegraciéon y la fusién de las
dobles hélices formadas durante el almacenamiento, la cual esté influenciada por la
distribucion de la longitud de cadenas en las unidades de amilopectina (Shi y Seib,
1992). La diferencia en AHgr entre los diversos almidones de garbanzo sugiere
diferencias en su tendencia a la retrogradacion. En este sentido, el porcentaje de
retrogradacion (% R), él cual mide la tendencia del almidon gelatinizado a
recristalizar con el almacenamiento, varié entre 34.4 (ICC14872) y 59.5 % (ICC3761).
Singh y Lim (2008) reportan un valor promedio de 50 % en almidon de garbanzo
almacenado bajo condiciones similares. Chung y Liu (2009) y Yu y col (2009)
mencionan que la amilosa es la principal responsable de la retrogradacién, debido a
gue sus cadenas lineales se unen a través de puentes de hidrogeno formando una
malla que empieza a crecer o engrosarse conforme transcurre el tiempo de
almacenamiento, por lo que a mayor contenido de amilosa mayor retrogradacion.
Esto coincide con la correlacién positiva encontrada en el presente estudio entre el
contenido de amilosay el % R (r= 0.471, p<0.001). Los almidones que mostraron un
alto grado de retrogradacion, como el del genotipo ICC3761, son menos indicados

para productos que necesitan almacenamiento bajo refrigeracion.

C PERFIL DE COMPUESTOS CAROTENOIDES Y FENOLICOS
1 Contenido de carotenoides totales

En el Cuadro 14 se muestra el contenido de carotenoides totales de los
genotipos de garbanzo estudiados. En general los genotipos tipo desi presentaron

mayores contenidos de carotenoides con un promedio de 17.9 ug/g harina y un rango
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Cuadro 14. Contenido de carotenoides totales de los genotipos de garbanzo.

Carotenoides totales

Genotipo

(ng/g harina bs)
Desi
ICC5613 21.9%
ICC6306 22.9°
ICC5383 16.2°
ICC4418 20.1°
ICC3761 15.6°
ICC14872 14.3¢
ICC13124 13.3¢
ICC3512 20.1°
ICC3421 16.4°
Promedio 17.9%
Kabuli
Bco. Sin. 92 8.49
Jumbo 2010 6.8"
Blanoro 10.2f
Progreso 95 11.4°
Hoga 340 5.8"
Hoga 021 10.6°'
Promedio 8.9°

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (P<0.05)
entre las medias de acuerdo con la prueba de Fisher. Letras diferentes para los
valores promedio indican diferencias significativas (P<0.05) entre los garbanzos de

tipo desi y kabuli de acuerdo con una prueba t.
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de variacion entre 13.3 ug/g (ICC13124) y 22.9 ug/g (ICC6306). Estos valores
corresponden con los reportados por Ashokkumar y col (2015) para 37 genotipos de
garbanzo tipo desi, quienes registraron un valor promedio de 18.9 pg/g harina y un
rango de 9.8 - 30 pg/g harina.

Los garbanzos tipo kabuli presentaron un contenido promedio de carotenoides
totales de 8.9 pg/g de harina, variando de 5.9 a 11.4 ug/g para los genotipos Hoga
340 y Progreso 95, respectivamente. Estos valores son superiores al promedio
reportado por Abbo y col (2005) para el genotipo kabuli Hadas (4.5 ug/g), pero se
encontraron en el limite inferior o ligeramente por debajo del rango de 8.9 a 23.5 pg/g
encontrados por Ashokkumar y col (2015) en 84 genotipos de garbanzo tipo kabuli.
El contenido de carotenoides totales fue aproximadamente dos veces mayor en los
genotipos tipo desi, lo cual corresponde con la coloracion que presentan estos

genotipos mayormente en la testa del grano (Figura 2).

2 Perfil de carotenoides

Los carotenoides mayoritarios reportados en garbanzo son luteina y zeaxantina,
seguidos en menor proporcion por B-caroteno, a-caroteno, violaxantina y J-
criptoxantina (Abbo y col 2005; Ashokkumar y col 2015). En el presento estudio se
determinaron las concentraciones de luteina, zeaxantina y [(-caroteno mediante
HPLC por ser los mas abundantes en los genotipos de garbanzo estudiados. La
Figura 7 corresponde a un cromatograma representativo del perfil de carotenoides
del genotipo ICC5613, donde se indican los picos correspondientes a los tres

carotenoides mayoritarios que fueron identificados en las muestras.
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Figura 7. Cromatograma representativo del perfil de carotenoides correspondiente al

genotipo de garbanzo ICC5613. Picos: 1, Luteina; 2, Zeaxantina; 3, 3-caroteno.
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En la Figura 8 se muestra el contenido de luteina encontrado en los 15 genotipos
de garbanzo analizados, donde se puede observar una amplia variabilidad con
valores que oscilan entre 2.3 y 14.4 ug/g. La mayoria de los genotipos desi
presentaron valores significativamente mayores que los de tipo kabuli; el contenido
promedio de luteina en genotipos desi fue de 9.9 ug/g, él cual es similar al valor
promedio de 10.1 pg/g reportado por Ashokkumar y col (2015) en 37 genotipos de
garbanzo tipo desi. En el caso de los genotipos tipo kabuli, el contenido de este
carotenoide varié entre 2.3 y 7 ug/g, con un promedio de 5.43 ug/g, valor casi dos
veces mayor que el reportado por Abbo y col (2005) para el genotipo tipo kabuli
Hadas (2.75 pg/g), pero inferior al promedio de 7.5 ug/g encontrado por Ashokkumar
y col (2015) en 84 genotipos de garbanzo tipo kabuli. Estas diferencias pueden
atribuirse principalmente al genotipo y condiciones ambientales.

Con respecto al contenido de zeaxantina (Figura 9), los valores se encontraron
entre 3.97 y 6.17 ug/g de harina para garbanzo tipo desi, con un promedio de 4.76
Mg/g, valor similar al reportado por Ashokkumar y col (2015) para el genotipo tipo desi
316B-42 (4.19 ug/g). El rango obtenido para los genotipos kabuli fue de 1.14 a 3.86
Mg/g para los genotipos Bco. Sin. 92 y Progreso 95, respectivamente; el valor
promedio para estos genotipos fue de 2.5 ug/g, él cual es superior al promedio de 1.5
Mg/g reportado por EL-Qudah (2014) para genotipos de garbanzo de Estados Unidos.

En el caso de B-caroteno, éste se pudo observar en casi todos los genotipos tipo
desi analizados, con excepcion de ICC4418 (Figura 10). Tampoco fue detectable en

los genotipos tipo kabuli Bco. Sin. 92, Jumbo 2010 y Blanoro.
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Figura 8. Contenido de luteina de los genotipos de garbanzo estudiados. Las barras
indican el LSD (LSD=1.65; a=0.05). Las medias son diferentes significativamente

cuando las barras no se traslapan horizontalmente
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Figura 9. Contenido de zeaxantina de los genotipos de garbanzo estudiados. Las
barras indican el LSD (LSD=0.83; a=0.05). Las medias son diferentes

significativamente cuando las barras no se traslapan horizontalmente.
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Figura 10. Contenido de B-caroteno de los genotipos de garbanzo estudiados. Las

barras indican el LSD (LSD=0.3; a=0.05). Las medias son diferentes

significativamente cuando las barras no se traslapan horizontalmente.
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Sin embargo, a pesar de que este carotenoide se observdé en casi todos los
genotipos tipo desi, su contenido fue en promedio 2.7 veces mayor en los garbanzos
tipo kabuli donde pudo ser detectado. El genotipo que presenté mayor contenido de
B-caroteno fue Progreso 95 con un valor de 3.34 ug/g, el cual cae dentro del rango
reportado por Thavarajah y Thavarajah (2012) para 10 genotipos de garbanzo tipo

kabuli crecidos en Dakota del Norte (1.7 a 4.3 ug/g). Dentro de los genotipos desi,
ICC5613 presentd el mayor contenido de este carotenoide con 1.92 ug/g, valor
similar al maximo reportado por Ashokkumar y col (2015) en genotipos tipo desi

(2.57 pg/qg).

3 Contenido de compuestos fendlicos totales

Los compuestos fendlicos representan uno de los grupos de metabolitos
secundarios mas abundantes en las leguminosas y son considerados como
antioxidantes naturales (Duefias y col 2004). Se cree que estos fitoquimicos
contribuyen a la reduccién de riesgo de enfermedades cronico-degenerativas
(Canene y col 2005), por lo que en el presente estudio se determind el contenido
total y perfil de estos compuestos en los 15 genotipos estudiados a partir de
extractos metanolicos.

En el Cuadro 15 se muestran los resultados del contenido de fendlicos totales.
Los genotipos tipo desi presentaron en promedio 2.7 veces mas fendlicos que los
tipo kabuli. También se observé una variabilidad muy amplia en el contenido de
fendlicos para los genotipos tipo desi, con un rango de valores desde 0.3 mg EAG/g

(ICC 3421) hasta 1.4 mg EAG/g (ICC 4418) y un promedio de 0.7 mg EAG/qg.
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Cuadro 15. Contenido de fendlicos totales de los genotipos de garbanzo analizados.

Fendlicos totales

Genotipo mg EAG/g harina (bs)
Desi

ICC 5613 0.9°
ICC 6306 0.7¢
ICC 5383 0.6°
ICC 4418 1.4
ICC 3761 0.5'
ICC 14872 0.3"
ICC 13124 0.2
ICC 3512 1.3°
ICC 3421 0.3"
Promedio 0.72
Kabuli

Bco. Sin. 92 0.49
Jumbo 2010 0.2
Blanoro 0.2
Progreso 95 0.3"
Hoga 340-2 0.3"
Hoga 021 0.2
Promedio 0.3

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas (P<0.05)
entre las medias de acuerdo con la prueba de Fisher. Letras diferentes para los
valores promedio indican diferencias significativas (P<0.05) entre los dos tipos de

garbanzo de acuerdo con una prueba t.
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Estos valores corresponden con lo reportado previamente por Zia-Ul-Haq y col
(2008) para seis genotipos de garbanzo tipo desi de Pakistan y Heiras-Palazuelos y
col (2013) para cinco genotipos tipo desi (ICC5383, ICC13124, ICC3761, ICC4418 e
ICC6306) crecidos en Sinaloa, donde se observaron contenidos de fendlicos totales
enunrango de 0.92a 1.1 mg EAG/gy 1.3 a 1.5 mg EAG/g, respectivamente.

Por otro lado, los genotipos de garbanzo tipo kabuli presentaron una menor
variabilidad en el contenido de fendlicos totales (Cuadro 15), con un promedio de 0.3
mg EAG/g y un rango de 0.2 mg EAG/g (Blanoro) a 0.4 mg EAG/g (Bco. Sin. 92).
Estos valores son similares a lo reportado por Fratianni y col (2014) para las
variedades Cassano (0.14 mg EAG/g) y Castelcivita (0.18 mg EAG/g) del sur de
Italia, pero son inferiores al promedio reportado por Xu y col (2007) para la variedad
tipo kabuli Small amits (0.98 mg EAG/g) de Dakota del Norte y al rango reportado por
Mekky y col (2015) para cinco genotipos de Egipto (0.7 a 1.3 mg EAG/g), lo cual
podria deberse a las diferencias en la metodologia de extraccién, al genotipo y/o las

diferencias en las condiciones de cultivo.

4 Perfil de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos de los genotipos se separaron por HPLC y se
identificaron comparando los tiempos de retencion y los espectros de cada pico con
su estandar correspondiente (Figura 11). Se pudieron identificar tres compuestos del
tipo acido fendlico (acido galico, acido p-hidroxibenzoico y acido siringico) y cinco del
tipo flavonoide (catequina, miricetina, quercetina, genisteina y kaemferol). Sreerama
y col (2010) identificaron estos mismos compuestos en testa y cotiledén de genotipos

de garbanzo de la India, siendo quercetina el mas abundante.
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Figura 11. Cromatograma representativo del perfil de compuestos fendlicos
correspondiente al genotipo de garbanzo ICC5613. 1, Acido galico; 2, Acido p-
hidroxibenzoico; 3, Catequina; 4, Acido siringico; 5, Acido 2-hidroxicinamico

(estandar interno); 6, Miricetina; 7, Quercetina; 8, Genisteina; 9, Kaemferol.
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Por otro lado, Aguilera y col (2011) identificaron solamente quercetina, kaemferol y
acido p-hidroxibenzoico en el genotipo tipo kabuli Sinaloa, asi como genisteina, acido
p-hidroxibenzoico y acido p-cuméarico en el genotipo Castellano. Los compuestos
fendlicos que se encontraron en todos los genotipos analizados en el presente
estudio fueron &cido galico, acido p-hidroxibenzoico y genisteina.

Mekkey y col (2015) identificaron los compuestos fendlicos de 6 genotipos de
garbanzo provenientes de Egipto, encontrando 12 % mas compuestos del tipo
flavonoide (56%) que del tipo &cido fendlico (44%). Esto coincide con lo encontrado
en este estudio, donde se pudieron observar 18% mas compuestos del tipo
flavonoide (59%) que del tipo &cido fendlico (41%).

En la Figura 12 se muestran los resultados del contenido relativo de acido galico
en los 15 genotipos de garbanzo analizados. En general, el valor relativo promedio
de acido gélico en los granos de garbanzo tipo kabuli (1.79) fue 1.3 veces mayor que
el encontrado en los granos tipo desi (1.06). El genotipo mas sobresaliente en este
compuesto fue Bco. Sin. 92 con un contenido 3.4 veces mayor que el del genotipo
Jumbo 2010.

En el caso del &cido p-hidroxibenzoico se observé una gran variabilidad en los
genotipos de garbanzo estudiados (Figura 13), siendo de nuevo Bco. Sin. 92 el mas
sobresaliente con un contenido 5.2 veces mayor que el genotipo Jumbo 2010. Sin
embargo, no se observaron diferencias significativas en el contenido relativo
promedio de acido p-hidroxibenzoico entre los genotipos tipo desi y kabuli.

En la Figura 14 se muestran los resultados del contenido relativo de &acido
siringico en los genotipos de garbanzo analizados. El contenido relativo promedio de

este componente en los granos de garbanzo tipo desi (1.69) fue 2.7 veces mayor que
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Figura 12. Contenido relativo de &cido gélico en los genotipos analizados. El
contenido de &cido gélico del genotipo Jumbo 2010 se utiliz6 como referencia. Las
barras indican el LSD (LSD=0.9; 0=0.05). Las medias son diferentes

significativamente cuando las barras no se traslapan horizontalmente.
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Figura 13. Contenido relativo de acido p-hidroxibenzoico en los genotipos
analizados. El contenido de &cido p-hidroxibenzoico del genotipo Jumbo 2010 se
utilizé como referencia. Las barras indican el LSD (LD=0.3; a=0.05). Las medias son

diferentes significativamente cuando las barras no se traslapan horizontalmente.
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el encontrado en los tipo kabuli (0.62).

Los genotipos ICC4418 y Hoga 340 presentaron los valores de acido siringico
mas altos para desi y kabuli, respectivamente. Este compuesto fenélico no se pudo
identificar en los genotipos Blanoro, Progreso 95 y Hoga 021.

En cuanto a los compuestos fendlicos del tipo flavonoide, el que presenté mayor
variabilidad fue quercetina (Figura 15). Este compuesto se presentdé mayormente en
los genotipos tipo desi, aunque en promedio su contenido no fue significativamente
mayor que en los de tipo kabuli, debido a que el genotipo Hoga 340 (kabuli) fue el
gue presentd el valor méds alto de quercetina, siendo 15.7 veces mayor en
comparacién con Jumbo 2010.

Con respecto al contenido relativo de genisteina (Figura 16), el valor promedio de
este componente en los garbanzos tipo desi (6.32) fue 5.2 veces mayor que en los
tipo kabuli (1.22), siendo los genotipos ICC5613 (9.42), ICC4418 (9.74) e ICC3512
(9.83) los méas sobresalientes con valores 9 veces mayores que el genotipo Jumbo
2010. Los genotipos con menores contenidos de genisteina fueron Blanoro y
Progreso 95, con valores 1.4 veces inferiores al de Jumbo 2010. Este compuesto es
muy importante, ya que se ha demostrado que isoflavonas extraidas de garbanzo
ejercen una actividad hipoglucémica favorable (Li y col 2007). Recientemente, Li y
col (2015) sintetizaron derivados de isoflavonas con base en la estructura de
genisteina derivada de garbanzo e investigaron su actividad hipoglucémica usando
un modelo celular HepG2 resistente a insulina. Los resultados mostraron que
algunos de los derivados tuvieron mayores actividades que los precursores, mientras
gue la combinacion de algunos de ellos con genisteina también fue muy efectiva. Se

sugirié que la combinacion de compuestos tiene un efecto mayor posiblemente
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Figura 15. Contenido relativo de quercetina en los genotipos analizados. El
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porque actlan de manera simultanea en varios sitios del organismo.

Los compuestos fendlicos catequina, miricetina y kaemferol se presentaron
principalmente en los genotipos tipo desi (Figuras 17-19). Sin embargo, el mayor
contenido relativo de catequina lo present6 el genotipo kabuli Bco. Sin. 92, él cual es
5.3 veces mayor que el encontrado en Jumbo 2010. El genotipo con menor contenido
de catequina fue 1ICC13124 (0.9). En los genotipos ICC3421, Hoga 340 y Hoga 021
no se pudo identificar este compuesto fendlico (Figura 17).

En lo que respecta a miricetina, el contenido promedio de este compuesto en los
garbanzos tipo desi fue 2.2 veces mayor que en los tipo kabuli, destacando el
genotipo tipo desi ICC14872 que presentd valores 12.2 veces mayores que el
genotipo Jumbo 2010.

En la Figura 18 se muestran los resultados del contenido relativo de kaemferol en
los genotipos de garbanzo analizados. Este compuesto se presentdé en todos los
genotipos tipo desi analizados, con un valor relativo promedio de 5.22, mientras que
en los genotipos tipo kabuli solamente se presentd en el genotipo Jumbo 2010. El
genotipo mas sobresaliente en kaemferol fue ICC4418 con un contenido 8 veces
mayor que el del genotipo Jumbo 2010.

En general, los compuestos fendlicos del tipo acido fendlico identificados se
observaron en mayor proporcion en los genotipos de garbanzo tipo kabuli, mientras
gue los del tipo flavonoide se observaron mayormente en los genotipos tipo desi.
Esto corresponde con el hecho de que los garbanzos tipo desi presentan una gran

diversidad de colores que van desde crema hasta el negro.
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Figura 16. Contenido relativo de genisteina en los genotipos analizados. El
contenido de genisteina del genotipo Jumbo 2010 se utiliz6 como referencia. Las
barras indican el LSD (LSD=0.4; 0=0.05). Las medias son diferentes

significativamente cuando las barras no se traslapan horizontalmente.
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Figura 17. Contenido relativo de catequina en los genotipos analizados. El contenido
de catequina del genotipo Jumbo 2010 se utiliz6 como referencia. Las barras indican
el LSD (LSD=1.3; 0=0.05). Las medias son diferentes significativamente cuando las

barras no se traslapan horizontalmente.
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Figura 18. Contenido relativo de miricetina en los genotipos analizados. El contenido
de miricetina del genotipo Jumbo 2010 se utiliz6 como referencia. Las barras indican
el LSD (LSD=2.2; 0=0.05). Las medias son diferentes significativamente cuando las

barras no se traslapan horizontalmente.
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Figura 19. Contenido relativo de kaemferol en los genotipos analizados. El contenido
de kaemferol del genotipo Jumbo 2010 se utiliz6 como referencia. Las barras indican
el LSD (LSD=0.6; a=0.05). Las medias son diferentes significativamente cuando las

barras no se traslapan horizontalmente.
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D VARIACION ALELICA DE MICROSATELITES EN LOS GENOTIPOS DE
GARBANZO ESTUDIADOS

La variabilidad genética de los 15 genotipos de garbanzo estudiados se
determind a partir de la variacion alélica de 30 microsatélites distribuidos en el
genoma. En la Figura 20 se muestra un ejemplo de la separacién de los alelos del
marcador TA200 en 5 individuos del genotipo ICC4418 (desi) y 5 individuos de Hoga
021 (kabuli). El andlisis de los 15 genotipos con este marcador detectd dos alelos
(333 y 347 pb) en los individuos del tipo desi y tres alelos (311, 333 y 347 pb) en los
del tipo kabuli. En cada uno de los individuos analizados con los 30 marcadores
solamente se observé una sola banda o alelo (homocigoto), lo cual coincide con lo
observado previamente en estudios de variabilidad genética en garbanzo, donde se
reporta un bajo porcentaje de heterocigosidad que va de 0 a 2% (Huttel y col 1999;
Upadhyaya y col 2008), atribuible a la naturaleza autdgama de la planta.

En el Cuadro 16 se muestra la variacion alélica de los 30 microsatélites en los 15
genotipos, asi como el contenido de informacion polimérfica (CIP). En conjunto los 30
marcadores detectaron un total de 173 alelos en los 75 individuos analizados (5 por
genotipo), con un rango de 2 a 10 alelos por locus y un promedio de 5.8. Este valor
promedio es idéntico al reportado por Sethy y col (2006b) con un rango de 1 a 9
alelos por locus en 29 accesiones representativas de 9 especies anuales del género
Cicer. Asi mismo, es cercano a los valores obtenidos por Choudhary y col (2012),
qguienes reportaron un promedio de alelos por locus de 4.8 y un rango de 2 a 11
alelos por locus en un grupo de accesiones correspondientes a las especies Cicer
arietinum (38 accesiones: 26 desi, 12 kabuli), Cicer reticulatum (6 accesiones) y

Cicer echinospermum (4 accesiones).
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12 13 14 15 51 52 53 54 55

Figura 20. Separacion de los alelos del microsatélite TA200 en 5 individuos del
genotipo ICC4418 (11-15) de la coleccion ICRISAT y 5 individuos de Hoga 021 (51-
55) de la coleccion INIFAP. A la izquierda se indican el tamafio del marcador de peso

molecular (M) en pares de bases (pb).
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Cuadro 16. Variacion alélica y contenido de informacién polimorfica de los

microsatélites utilizados.

Numero Rango de tamafio Alelos
Marcador de Alelos de alelos (pb) Comunes Frecuentes CIP
(1-20%) (>20%)

CaSTMS2 7 269-326 6 1 0.83
CaSTMS15 4 267-322 1 3 0.66
CaSTMS21 2 170-183 0 2 0.34
NCPGR7 5 120-260 3 2 0.67
NCPGR6 6 225-290 4 2 0.78
NCPGR12 5 242-302 3 2 0.69
TA14 7 250-334 4 3 0.75
TA21 10 253-453 9 1 0.85
TA22 6 217-281 4 2 0.70
TA27 4 235-279 2 2 0.61
TA46 7 370-503 6 1 0.80
TAG64 5 244-284 2 3 0.75
TA71 3 194-238 1 2 0.45
TA72 5 246-281 3 2 0.74
TA76S 5 114-245 6 1 0.72
TA113 7 157-244 3 2 0.82
TA118 5 98-107 3 2 0.75
TA130 5 223-288 3 2 0.76
TA135 5 154-229 3 2 0.70
TA200 6 287-364 3 3 0.75
TA206 7 339-457 6 1 0.80
TAASH 6 438-518 3 3 0.79
TAAS5S8 6 288-386 4 2 0.75
TR2 5 233-286 3 2 0.72
TR7 6 195-246 4 2 0.74
TR29 7 171-337 6 1 0.81
TR31 7 192-252 7 0 0.83
TR43 7 325-430 6 1 0.76
TS84 6 226-341 4 2 0.71
NCPGR19 7 159-365 6 1 0.81
Total 173 118 55
Promedio 5.77 3.93 1.83 0.73

CIP: Contenido de informacion polimoérfica
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Los 173 alelos detectados presentaron tamafios que variaron de 98 a 518 pares de
bases (pb), de los cuales 118 fueron comunes (frecuencia entre 1 y 20%) y 55
frecuentes (frecuencia mayor al 20%) (Cuadro 16). Asi mismo, se observaron 21
alelos raros con frecuencias menores al 1%, los cuales no se consideraron para
analisis posteriores. De los 2,250 datos posibles (75 individuos y 30 marcadores), un
7.6% no se registraron debido a fallas en la amplificacién o por ser alelos nulos.

El contenido de informacion polimérfica (CIP) se considera un indicador del poder
de diferenciacion de un marcador en un andlisis de diversidad genética. Todos los
marcadores utilizados fueron polimorficos a lo largo de los 75 individuos con un CIP
promedio de 0.73 (Cuadro 16). El marcador con un menor CIP fue CaSTM21 (0.34),
lo cual corresponde con el hecho de que este locus presenté solo dos alelos. En
contraparte, el mayor valor de CIP obtenido fue de 0.85 y correspondi6 al marcador
TA21 que permitio la amplificacion de 10 alelos.

En relacién a la diversidad genética total (HT), el valor obtenido para todos los
genotipos fue de 0.76, valor cercano al reportado por Sethy y col (2006a), pero
menor al 0.84 encontrado por Udupa y col (1999) en 78 accesiones de garbanzo del
germoplasma de ICARDA. Estos resultados en conjunto con el alto nimero de alelos
por locus y el contenido de informacién polimérfica, demuestran una amplia
variabilidad genética en la poblacion estudiada. Esta variacion alélica permitio
realizar un mapeo de asociacion con caracteristicas nutrimentales y nutracéuticas de

los genotipos de garbanzo estudiados.
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E MAPEO DE ASOCIACION

Los programas de seleccion para mejoramiento tradicional de garbanzo han sido
enfocados principalmente a caracteristicas agronémicas. Dentro de los principales
trabajos de mapeo genético se encuentran marcadores asociados con genes para la
resistencia al marchitamiento por Fusarium (Cho y col 2002; Rajesh y col 2002b) y
para resistencia a la plaga de ascochyta (Huttel y col 1999; Rajesh y col 2002a;
Flandez y col 2003), asi como caracteristicas de rendimiento y peso de la semilla
(Abbo y col 2005; Cobos y col 2007; 2009; Hossain y col 2010). El garbanzo, como
se describié en apartados anteriores, posee diversos componentes nutraceuticos y
nutrimentales que resultan de gran importancia ya que han sido sefalados como
antioxidantes y preventivos contra enfermedades cronico-degenerativas. En este
sentido, resulta de gran importancia el establecimiento de marcadores moleculares

asociados a estas caracteristicas para facilitar su mejoramiento.

El mapeo se realiz6 a partir de la variacion alélica de los 30 microsatélites
anteriormente descritos y los datos de cada una de las caracteristicas evaluadas en
el presente estudio; también se incluyeron datos de caracteristicas fisicas de la
semilla (%testa, peso y calibre del grano), los cuales fueron proporcionados
amablemente por Saracho-Pefia (2015). En el Cuadro 17 se muestran los resultados

obtenidos de este analisis.

De los 30 marcadores utilizados, 10 presentaron asociacion significativa con
alguna de las caracteristicas evaluadas; la mayoria de ellos se encontraron
asociados a caracteristicas de interés nutracéutico, con excepcion del marcador

TAL135 que se encontré asociado exclusivamente al contenido de proteina (albumina)
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Cuadro 17. Mapeo de asociacion de caracteristicas nutrimentales y nutracéuticas en

garbanzo.
Marcador Ubicacion Caracteristica
(LG)

TA113 1 Acido galico**, Acido Siringico**

TR2 3 Catequina***, Legumina 11S o**

TA135 3 Albdamina 2S**

TA130 4 Legumina 11S a**, Legumina 11S B**, Vicilina
7S**, Lipooxigenasa**

TR29 5 Acido galico***, Acido p-hidroxibenzoico***, Acido
Siringico***, Catequina**, Lipooxigenasa**,
%Testa**

TA22 6 Albumina 2S***, Lipooxigenasa***, Peso de 100
granos**, % R*, % Testa**, Carotenoides
totales**, Zeaxantina**, Kaemferol**

TA21 7 Albumina 2S**, Lipooxigenasa**, Vicilina 7S**

TA118 8 Genisteina***,  Quercetina***,  Lipooxigenasa**,
Fendlicos totales**, Acido Siringico**, Amilosa**,
Grado de Hinchamiento**, % R*, % Testa**,
Calibre**, Peso de 100 granos**

TS84 - Almidon**, Peso de 100 granos**

NCPGR6 - Carotenoides totales***, Zeaxantina***, Peso de

100 granos***, % Testa**, Calibre**, Grado de

Hinchamiento**, Lipooxigenasa**

LG: grupo de ligamiento (del inglés linkage group)

* kk kkk
’

' Asociacion significativa a p<0.05, p<0.01 y p<0.001, respectivamente
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Este marcador, al igual que TR2, se encuentran ubicados en el grupo de
ligamiento 3, donde a su vez se encuentra el marcador TR26 que recientamente se
report6 asociado al contenido de proteina por Jadhay y col (2015).

En relacion al contenido de fendlicos, el marcador TR29 coincide con QTL
reportados por Hossain y col (2010) en el grupo de ligamiento 5 para los parametros
de color L, a y b. Este marcador también se encontré asociado al contenido relativo
de catequina, compuesto tipo flavonoide que en conjunto con carotenoides son
responsables en mayor medida de la coloracion del grano (negro, rojo, verde, café)
gue presentan los genotipos de garbanzo utilizados. Sin embargo, se requiere de un
andlisis de color en estas accesiones para corroborar el efecto de este marcador.

El marcador NCPGRS6, cuya ubicacion es desconocida, presentd una asociacion
altamente significativa con el contenido de carotenoides totales, zeaxantina y peso
de 100 granos (Cuadro 17). Este marcador también fue identificado previamente por
Castafieda-Dominguez (2011) para peso de 100 granos y coincide con los efectos
reportados previamente por Abbo y col (2005; 2010), quienes observaron que
materiales con mayor contenido en carotenoides presentan menor peso, lo que
coincide ademas con las correlaciones inversas observadas en el presente estudio
entre el peso de 100 granos y carotenoides totales (r= -0.845; p<0.001), zeaxantina
(r=-0.780 p<0.001) y luteina (r=-0.687 p<0.001).

El marcador TS84, del cual tampoco se conoce su ubicacion, present6
asociacion con el contenido de almidon y el peso de 100 granos. Esta relacion puede
atribuirse al hecho de que el almidon es el carbohidrato mayoritario en garbanzo, por

lo que es de las macromoléculas que mayormente impactan en el peso del grano.
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Cobos y col (2007) reportaron un QTL para peso del grano ubicado en el grupo
de ligamiento 8, en el cual se ubica el marcador TA118 que también se asoci6 con el
peso de 100 granos (Cuadro 17). Este marcador resulta muy interesante, ya que al
parecer tiene un efecto pleiotropico debido a que se encontré asociado con la
mayoria de las caracteristicas evaluadas en el presente estudio, asi como con
caracteristicas de calidad del grano (% de testa, peso de 100 granos y calibre)
previamente evaluadas en estos materiales por Saracho-Pefia (2015), lo que sugiere

la posibilidad de utilizar este marcador en el mejoramiento genético de garbanzo.
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VIII CONCLUSIONES
Los perfiles de proteinas mostraron una mayor acumulacion de la fraccion de
globulinas, con una mayor proporcién de las proteinas Legumina 11S y Vicilina
7S, mientras que la fraccion de albuminas presenté una mayor variabilidad
entre los genotipos y una mayor proporcion de Albumina 2S.
Los garbanzos estudiados presentan un amplio rango en el contenido de
amilosa, lo cual se relaciond con las principales propiedades fisicoquimicas del
almidon (GH, AHG y %R). La variabilidad observada en estas propiedades
sugiere diferencias estructurales importantes en el granulo de almidon.
Los garbanzos tipo desi presentaron en promedio mayor contenido de
carotenoides y compuestos fendlicos tipo flavonoides, lo que corresponde con
la coloracién del grano de estos materiales, mientras que los genotipos kabuli
presentaron una mayor proporcion de acidos fendlicos.
El andlisis de diversidad genética molecular revel6 un alto nimero de alelos
por locus y un alto valor de diversidad genética total, demostrando una amplia
variabilidad genética en los genotipos seleccionados.
Se encontré6 una asociacion significativa (p<0.05) entre las caracteristicas
evaluadas y algunos de los marcadores moleculares, destacando TA118 que
se asocio con la mayoria de ellas.
Los resultados demuestran una amplia variabilidad en caracteristicas
nutrimentales y nutracéuticas de los genotipos de garbanzo, lo cual permitié
identificar marcadores moleculares asociados a dichas caracteristicas con

potencial uso en los programas de mejoramiento genético de garbanzo.
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