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Resumen

Las legumbres son cultivos destacados por su calidad nutricional, principalmente
por su elevado contenido de proteinas. Su consumo favorece diversos procesos del
organismo tales como: la digestidn, la reduccidn de glucosa en sangre, la disminucion
del colesterol, prevenciéon de diabetes, enfermedades cardiacas y obesidad. La
produccion de Phaseolus en el VIRN esta destinada principalmente a huertas familiares
sin embargo, ensayos experimentales han demostrado resultados prometedores para
esta produccion en superficies mayores con rendimientos productivos equiparables o
superiores a los publicados en el noroeste argentino.

Este trabajo presenta dos instancias de investigacion, la primera fue realizada a campo,
y en ella se evaluaron diferentes fechas de siembra y materiales genéticos con el
objetivo de identificar el/los materiales con mejor adaptabilidad y productividad en la
zona de estudio. La segunda instancia consistio en ensayos realizados en condiciones
controladas de laboratorio. Alli se evaluaron diferentes tiempos de la germinacion de los
materiales identificados en la etapa de campo y sus atributos de calidad nutricional.
Entre los resultados mas importantes se puede destacar mediados de noviembre como
fecha 6ptima de siembra, debido a los mayores rendimientos productivos obtenidos en
los materiales evaluados. Las variedades mas fructiferas fueron Cranberry y Red Park.
Entre los atributos de calidad se destacé un incremento del contenido de proteinas
totales con tiempos de germinacion mas prolongados, mientras que las proteinas
solubles no presentaron diferencias asociadas a esta técnica. La caracterizacion
fisicoquimica demostro la presencia de vicilinas, phaseolinas y lectinas, proteinas que
suelen estar relacionadas a efectos alérgenos de las legumbres, sin embargo las
mismas disminuyeron con el tiempo de germinacion.

Por otra parte, las lectinas presentes en los porotos suelen identificarse como
compuestos antinutricionales debido a sus efectos adversos relacionados a alergias y
reduccion de la absorcion de nutrientes entre otros. En este sentido, la germinacién
demostré una disminucion en el contenido de estas proteinas. Por ultimo, los polifenoles
y el acido fitico presentaron una tendencia a incrementar con los tiempos de
germinacién, estos aumentos podrian ser considerados benéficos desde el punto de
vista de sus propiedades antioxidantes y anticancerigenas.

De esta manera, este trabajo deja en evidencia que el cultivo de Phaseolus vulgaris



resulta una alternativa de diversificacion productiva viable a nivel local para uso humano
y animal. Ademas, el proceso germinativo de porotos, permite mejorar la calidad

nutricional de los mismos.

Palabras claves: Phaseolus, rendimiento, germinacion, proteinas, polifenoles, lectinas,

acido fitico.



Abstract

Legumes are crops that stand out for their nutritional quality, mainly for their high
protein content. Moreover, their consumption favors various processes in the organism
such as: digestion, reduction of blood glucose, cholesterol reduction, prevention of
diabetes, heart disease and obesity (Ministry of Agriculture, Livestock and Fisheries,
2021). Phaseolus production in the VIRN is mainly intended for family gardens; however,
experimental trials have shown promising results for this production in larger areas with
productive yields comparable or higher than those published in northwestern Argentina.
This work presents two instances of research, the first was carried out in the field, where
different sowing dates and genetic materials were evaluated with the objective of
identifying the material(s) with the best adaptability and productivity in the study area.
The second stage consisted of trials carried out under controlled laboratory conditions.
There, different germination times of the materials identified in the field stage and their
nutritional quality attributes were evaluated.

Among the most important results, the optimum sowing date was mid-November, due to
the higher yields obtained in the materials evaluated. The most fruitful varieties were
Cranberry and Red Park.

Among the quality attributes, an increase in total protein content with longer germination
times was noted, while soluble proteins showed no differences associated with this
technique. The physicochemical characterization showed the presence of vicillins,
phaseolins and lectins, proteins that are usually related to allergenic effects of legumes;
however, they decreased with germination time.

On the other hand, lectins present in beans are usually identified as anti-nutritional
compounds due to their adverse effects related to allergies and reduction of nutrient
absorption, among others. In this sense, germination showed a decrease in the
hemoagglutinating activity of this component. Finally, polyphenols and phytic acid
showed a tendency to increase with germination times; these increases could be
considered beneficial from the point of view of their antioxidant and anticarcinogenic
properties.

Thus, this work shows how the cultivation of Phaseolus vulgaris is a viable productive

diversification alternative at the local level for human and animal use.



Key words: Phaseolus, yield, germination, proteins, polyphenols, lectins, phytic acid.



Introduccion

En Argentina, la produccion de legumbres alcanzé en la campana 2020/21
alrededor de 1.052.695 tn. El poroto es la legumbre, excluida la soja, que mas se
produce en nuestro pais. Su produccién se centra principalmente en areas del noroeste
argentino, destacandose en superficie productiva la provincia de Salta. En la campana
2020/21 se estima que alcanzé alrededor de 754 mil toneladas (Ministerio de
Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2021).

Las principales variedades producidas en nuestro pais son el poroto blanco
(alubia) y el poroto negro. Durante la campafa 2020/21 el 38% de la superficie
sembrada correspondié al poroto alubia, el 40% al poroto negro y el porcentaje restante
a variedades de menor relevancia (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2021).
En nuestro pais las legumbres tienen un bajo valor de consumo, ubicandose entre 800
gr/hab/afio mientras que a nivel mundial la cifra ronda los 8 kg/hab/afio. Este escaso
volumen de demanda se debe principalmente a cuestiones de indole cultural (Ministerio
de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2021).

Las lentejas son las legumbres mas consumidas por los argentinos, seguidas de
las arvejas, porotos y garbanzos. En los ultimos afos, se observo un incremento en la
demanda de las mismas y se prevé que a futuro continue esta tendencia. Acorde al
incremento observado en la demanda, se presentd una respuesta positiva en la
produccion del pais, que resulté un 1,11% superior para el ciclo 2020/21 en relacion al
ciclo anterior (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2021).

En cuanto al mercado interno de las legumbres, nuestro pais demanda 36.000 tn
totales al afio, con posibilidades de expansion. Por su parte, el mercado externo
presenta un fuerte sesgo exportador en el cual alrededor del 60% de lo producido es
comercializado, con variaciones segun la especie. Durante el ultimo quinquenio se
exportaron en promedio unas 618 mil tn/afio (Ministerio de Agricultura, Ganaderia y
Pesca, 2021).

Descripcion de la especie

Los porotos son plantas anuales, herbaceas, con raiz principal profunda y
pivotante, y gran numero de raices secundarias. La misma puede presentar nédulos

caracteristicos de la familia de las leguminosas, que contienen bacterias del género



Rhizobium. Su tallo es cilindrico o levemente angular y posee dos tipos de hojas, las
simples, correspondientes a las hojas primarias de insercion opuesta; de borde entero,
unifoliadas y, las compuestas, que se caracterizan por ser trifoliadas y alternas. Las
inflorescencias se presentan en racimos de 4 a 8 flores con colores variables entre el
blanco y el morado. Su fruto es una legumbre que tiene distintas formas, tamanos,
colores, textura y numero de semillas, dependiendo de la variedad. La semilla esta
constituida basicamente por el embrién y el tegumento y sus colores pueden ser
variados (Enciso et al., 2019).

El desarrollo de la planta comprende dos fases sucesivas: la vegetativa, que se
inicia luego de la germinacion y culmina en el momento en el que aparecen los primeros
botones florales, y la reproductiva, que inicia con los botones florales y termina al
momento en que los granos alcanzan el grado de madurez de cosecha (Fernandez,
1986). En la figura 1 se pueden observar los diferentes estadios de crecimiento de la

planta de poroto.
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Figura 1: Etapas fenoldgicas del cultivo de poroto. Adaptado de: Fernandez, 1986.

Las legumbres presentan un ciclo vegetativo que varia entre 80 y 180 dias, lapso
determinado por el genotipo de la variedad, habito de crecimiento, clima, suelo,
radiacion solar y fotoperiodo (Reyes et al., 2008).

Basicamente, los porotos son cultivos de clima templado y calido, donde el 6ptimo
de su temperatura esta entre 18 y 21°C (Pinchi, 2009), con una minima mensual media
optima de 10°C y la maxima de 28°C. Las temperaturas por encima de 35°C y por

debajo de 10°C, influyen negativamente en el cuajado de los frutos (Reginatto, 2018). El
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poroto es una especie termdfila, es decir que no soporta las heladas y su ciclo vegetativo
aumenta a medida que la temperatura disminuye. Cuando el periodo de temperaturas
minimas difiere del éptimo, la planta emite muchas ramas en detrimento de la produccién
de granos (Enciso et al., 2019).

Los porotos son considerados especies poco tolerantes al estrés hidrico, su
periodo critico se ubica durante la fase de floracion y llenado del grano. El estrés
provoca una reduccion del numero de flores y aborto de 6vulos. Por otro lado, el exceso
de agua condiciona la disponibilidad de oxigeno a nivel radicular lo que genera muerte
de plantas si el periodo de anoxia es prolongado (Reginatto, 2018). En este sentido, se
consideran laminas de agua optimas para todo el ciclo del cultivo aquellas entre 500 y
700 mm (Espinoza, 2009).

En relacion al tipo de suelo, los porotos producen mejor en terrenos sueltos,
profundos, aireados, con buen drenaje y resultan altamente sensibles a la salinidad (De
Simone & Failde de Calvo, 2002; Espinoza, 2009; Reginatto, 2018).

Nutricionalmente es un cultivo que requiere adecuada disponibilidad en el suelo
de potasio, calcio, zinc, manganeso, hierro y molibdeno. Asimismo, es exigente en
nitrégeno pero su deficiencia no genera limitaciones evidentes debido a su capacidad de
fijarlo del aire a través de la simbiosis con bacterias del género Rhizobium (Ortega et al.,
2008). En cuanto al pH, se adapta a suelos moderadamente acidos a neutros con
valores entre 5,5y 7,2 (Reginatto, 2018).

Por ultimo, el cultivo antecesor es importante a la hora de elegir la parcela en la
cual se realizara el cultivo. La siembra en afos consecutivos del mismo cultivo puede
generar deterioro del suelo por reduccion en el porcentaje de materia organica, cambios
en la estructura, y aumentos en el in6éculo de enfermedades como Sclerotinia y
Bacteriosis. La rotacion con gramineas, y en especial con maiz, suele recomendarse
para eliminar los inéculos de enfermedades fungicas del suelo como: Fusarium,
Rhizoctonia y Bacteriosis. Ademas mejora la estructura del suelo y permite controlar el

ciclo de algunas malezas (Reginatto, 2018)

Cultivo de porotos en el Valle Inferior de Rio Negro

El Valle Inferior de Rio Negro (VIRN), las actividades productivas mas

destacadas son el cultivo de forrajeras en primer lugar, seguido por la produccion
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fruticola, de cereales y de hortalizas. Esta diversidad de producciones puede llevarse a
cabo debido a las condiciones ambientales, a la disponibilidad del recurso hidrico y a la
gran variabilidad de series de suelo con diferentes clases texturales presentes en la zona
(Masotta, 1970; Seba et al., 2017). En lo que respecta a la produccion de legumbres, las
mismas se cultivan en pequenas superficies destinadas a huertas familiares sin
embargo, ensayos de variedades de porotos realizados en forma experimental
mostraron resultados prometedores para esta produccion en superficies mayores
(Martinez et al., 1996). En el afio 2018 se evaluaron diferentes materiales genéticos de
porotos: Manteca (Phaseolus lanatus L); Red Park, Cranberry, Poroto Negro (Phaseolus
vulgaris L); Adzuki (Vigna angularis) y Mungo (Vigna radiata) provenientes de Salta.
Adzuki y Manteca no se adaptaron al sitio de estudio mientras que los restantes
materiales presentaron un adecuado desarrollo con rendimientos productivos
equiparables o superiores a los publicados en diferentes localidades del Noroeste
argentino (Zubillaga et al., 2020). En relacion al contenido de proteinas, los valores
obtenidos variaron entre 20-23%. Estos valores coinciden con los descritos por el
Ministerio de Agricultura Ganaderia y Pesca, y resultan superiores a los valores
publicados (18-22%) en un ensayo comparativo de especies en el norte argentino
(Samman et al., 1999).

La actividad ganadera en el VIRN se centra en el engorde de vacunos y ovinos en
pasturas irrigadas. Sin embargo, los granos representan un componente fundamental en
la alimentacién animal de la region por su elevado contenido de energia y proteinas.
Estos permiten la terminacion comercial de animales en cualquier época del afo,
aunque representan el mayor componente del costo de alimentacién del ganado (Bolla
et al.,, 2018). En este sentido, el incremento de la produccién regional de carne esta
ligado estrechamente a la produccion de granos en cercanias, de manera de reducir los
costos de fletes. En términos de produccién se intenta cubrir esta demanda a través del
incremento de las areas destinadas al cultivo de maiz, pero aun no se logran los
rendimientos por hectarea necesarios. Existen otros tipos de granos como avena y
cebada que reunen caracteristicas similares al maiz y que pueden reemplazarlo, pero
en costos resultan similares (FAO, 2015). Por lo antes mencionado, las legumbres
podrian ser una alternativa energético-proteica para la alimentacion animal. Las mismas
han sido utilizadas en diferentes partes del mundo con destacados resultados

productivos (Dixon & Hosking, 1992; Halmemies-Beauchet-Filleau et al., 2018).
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Calidad nutricional de la especie

Estudios epidemioldgicos y clinicos han demostrado la relacidén entre la dieta y el
estado de salud, por lo tanto, cualquier individuo puede ejercer un significativo nivel de
control de su salud en virtud de las decisiones que tome en relacién a su dieta. En este
sentido gran parte de las poblaciones en el mundo han optado por consumir alimentos o
componentes de alimentos que proporcionan beneficios que van mas alla de su valor
nutritivo basico, dado que promueven la salud y disminuyen el riesgo de enfermedades
cronicas no transmisibles. Estos alimentos reciben el nombre de funcionales (Cortes et
al.,, 2005). En este sentido, es importante destacar las cualidades saludables y
nutricionales de las legumbres que se caracterizan por su elevado contenido proteico,
aunque de amplia variabilidad (20-50%) segun la especie, genotipo y condiciones
medioambientales de cultivo. Generalmente, en las legumbres la fraccion proteica mas
abundante corresponde a las globulinas, solubles en soluciones salinas y relativamente
pobres en aminoacidos azufrados aunque con contenidos de lisina muy superiores al de
los granos de los cereales. Debido a ello, leguminosas y cereales se complementan en
el aporte proteico y de aminoacidos secundarios limitantes tales como, treonina en los
cereales y triptéfano en las legumbres. Las deficiencias de aminoacidos esenciales
tradicionalmente se han superado incluyendo las legumbres en platos que contienen
cereales. Por otra parte, las legumbres como los porotos, se consideran excelentes
fuentes de almidon de digestion y asimilacion lenta (Martinez, 2019), ademas de proveer
vitaminas y fructooligosacaridos que protegen al cuerpo del estrés oxidativo, las
enfermedades cardiacas, la diabetes, el cancer y el sindrome metabdlico (Oomah et al.,
2010). Ademas, para la FAO las legumbres favorecen diversos procesos del organismo
tales como: mejoran la digestion, reducen la glucosa en sangre, bajan el colesterol,
previenen la diabetes, enfermedades cardiacas y la obesidad (Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Pesca, 2021). Los efectos fisioldégicos beneficiosos podrian deberse a la
presencia de compuestos fendlicos destacados por sus propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, antimutagénicas, anticancerigenas y antibacterianas (Herrera
Rodriguez, 2016).

Si bien, las legumbres tienen un gran potencial como fuente de proteinas
vegetales, parte de las mismas son indigeribles debido a la interaccion con otros
componentes como, inhibidores de tripsina, lectinas y fitatos entre otros (Becker & Yu,

2013). Estos compuestos son considerados factores antinutricionales y su contenido
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depende del tipo de legumbre. Las lectinas representan entre el 2-10% de la proteina
total de una legumbre seca. Son glicoproteinas que poseen una alta selectividad hacia
los carbohidratos y presentan por lo menos dos sitios de reconocimiento de estas
estructuras. Esta particularidad les permite aglutinar globulos rojos, precipitar
glicoconjugados y ofrecer resistencia a la protedlisis. A su vez, las lectinas no tienen
actividad enzimatica y algunas de ellas, pueden ser producto de una respuesta inmune
(Lépez & Rosas, 2014). Por otra parte, se las suele describir como componentes
antinutricionales debido a sus efectos adversos, los cuales estan relacionados con
efectos alergénicos, reduccion del crecimiento y pérdida de peso. Este efecto se genera
por su union a receptores especificos de las células de la mucosa intestinal, y tracto
digestivo en general, que reduce la absorcién de nutrientes y productos de la digestion
en el intestino delgado (Aguilera Gutierrez, 2010; Poblete et al., 2020).

Respecto del acido fitico, este tiene la particularidad de formar complejos estables
con minerales como el zinc, el magnesio, el calcio y el hierro que impiden posteriormente
su absorcién en el tracto intestinal, dando lugar a sintomas gastrointestinales como
nauseas y diarrea (Poblete et al., 2020). Asi mismo, se encuentra documentado el
desarrollo de fuertes interacciones con proteinas, carbohidratos y lipidos (Kumar et al.,
2010).

La busqueda para mejorar la accesibilidad a las proteinas se ha convertido en un
objetivo para fomentar el consumo de legumbres. Por este motivo se han desarrollado
multiples metodologias tales como germinados, obtencion de brotes, descascarillado,
remojo, coccion, tostado, autoclavado y fermentacion entre otras, para descender o
eliminar estos factores no nutritivos con el minimo deterioro y/o pérdida de nutrientes
(Nkhata et al., 2018). En este sentido, el proceso de germinacion se caracteriza por
desencadenar la digestion parcial de las proteinas de reserva de la semilla, y esto se
traduce en una mayor digestibilidad y valor nutritivo cuando los germinados son
consumidos por los seres humanos (Ohanenye et al., 2020). De este modo, se ha
informado correlaciones positivas entre el contenido de proteina de la semilla y el
proceso de germinacion de la misma (Wahid & Bounoua, 2013). Estudios recientes han
demostrado un aumento en la solubilidad de proteinas en Phaseolus vulgaris con el
incremento del tiempo de germinacién (Xue et al., 2016; Winarsi et al., 2020).

A partir de los requerimientos del cultivo antes expuestos y de la experiencia
local, se puede considerar que las condiciones edafoclimaticas del Valle de Viedma son
adecuadas para el 6ptimo desarrollo de porotos. En este sentido, su produccién podria
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visualizarse como una nueva alternativa de diversificacion de calidad nutricional para la
alimentacion humana y/o animal. Por ello, se evalu6 el comportamiento de diferentes
materiales genéticos producidos en el noroeste de nuestro pais en diferentes fechas de
siembra bajo las condiciones medioambientales del VIRN. De los resultados obtenidos
se seleccionaron los materiales con mayor rendimiento productivo y se analizo6 el efecto

de la germinacion en la calidad nutricional de los mismos
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Hipotesis

La eleccién de la fecha de siembra incide en la productividad del cultivo realizado
en el VIRN, por efecto de las condiciones medioambientales en la fenologia del mismo.
A su vez, el proceso de germinacion mejora la calidad y aprovechamiento nutritivo del
grano posicionandolo como una alternativa de diversificacidbn productiva para la

alimentacion humana y animal.

Objetivos

e Evaluar diferentes fechas de siembra para definir el periodo 6ptimo donde las
condiciones de temperatura y fotoperiodo sean adecuadas para el desarrollo del

cultivo en el VIRN.
e Evaluar en los materiales genéticos mas productivos el efecto de diferentes

tiempos de germinacién sobre parametros asociados a calidad nutricional de los

mismos.
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Metodologia

Localizacion

El presente trabajo fue realizado en el VIRN, el mismo se encuentra ubicado
sobre la margen sur del Rio Negro partiendo desde Primera Angostura hasta la
desembocadura del Océano Atlantico. Abarca alrededor de 80.000 ha, de las cuales
35.000 ha son irrigadas. Su centro urbano es la ciudad de Viedma.

Esta region se caracteriza por presentar suelos de textura fina a media con un
relieve suavemente ondulado con cordones salinos que ocasionalmente superan los dos
metros de altura. Los tipos de suelo mas representativos son los molisoles, entisoles y
vertisoles. La zona agricola bajo riego del VIRN se encuentra localizada en el
denominado proyecto Instituto de Desarrollo del Valle Inferior (IDEVI), que corresponde a
un area de 18.500 ha sistematizada para el riego superficial y organizada en
explotaciones cuya superficie varia entre las 30 y 120 ha (Musi Saluj, 2018).

El clima es semiarido, mesotermal, sin periodo de exceso de agua durante el afio.
La precipitacién media anual es de 394.2 mm, con una distribucién casi homogénea a lo
largo del afno. Durante el periodo de primavera-verano, las precipitaciones pueden
considerarse de distribucion irregular y deficitaria para los cultivos. Durante el
otofo-invierno las lluvias se producen con mayor regularidad y debido a las menores
temperaturas, a la mayor humedad relativa y a la presencia de vientos moderados, los
requerimientos hidricos de la mayoria de los cultivos invernales generalmente son
cubiertos (Musi & Saluj, 2018).

El promedio anual de las temperaturas medias mensuales es de 14,1 °C, con un
régimen térmico moderado por el efecto maritimo. La amplitud térmica que presenta
permite el adecuado crecimiento y desarrollo de la mayoria de los cultivos subtropicales.

En cuanto a la humedad relativa, los valores mas altos se registran durante los
meses de invierno. La estacion primavero-estival se caracteriza por su baja humedad
relativa, aunque es frecuente la aparicion de condiciones de alta humedad en las
primeras horas de la mafana y las ultimas de la tarde, cuando las temperaturas son
menores. El periodo libre de heladas es de 164 dias y las fechas medias de primera y
ultima helada son el 1° de mayo y el 12 de octubre respectivamente (Musi & Saluj,
2018).

La region se destaca por la presencia de viento durante todo el afo, con

velocidades que varian desde rangos moderados, hasta regulares, fuertes y muy fuertes
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en determinadas épocas del mismo. De octubre a febrero se registran los vientos de
mayor intensidad, de marzo a junio los de menor intensidad y los intermedios durante los
meses de agosto y septiembre.

En términos generales, las condiciones benignas del clima sumadas a la
abundancia y calidad del agua para riego, hacen del VIRN un area de cultivo con gran
potencial para el desarrollo de actividades agricolas y ganaderas.

Los ensayos de campo realizados en este trabajo fueron desarrollados en el
predio de la Estacion Experimental Agropecuaria Valle Inferior (EEAVI), cuya posicion
geografica es: Latitud: 40° 47 46. 86” S; Longitud: 63° 323. 12" O. Los suelos de la
misma pertenecen a la serie Chacra, de textura arcillosa a franco-arcillolimosa, con
relieve plano a ligeramente deprimido y drenaje imperfecto a moderadamente bien
drenado. El sitio experimental cuenta con disponibilidad hidrica de calidad y adecuada

infraestructura para la aplicacién de los riegos necesarios durante el ciclo del cultivo.

1. Metodologia implementada en el ensayo a campo

Para evaluar el efecto de la fecha de siembra en diferentes materiales genéticos
de porotos a las condiciones medioambientales del VIRN se llevaron a cabo ensayos
experimentales en condiciones de campo. Los mismos se realizaron en la EEAVI
convenio Provincial INTA.

Previo a la preparacion del suelo se tomaron muestras aleatorias del mismo para
caracterizar las propiedades fisico-quimicas del sitio experimental segun Io
recomendado por Inalbon & Valenzuela, 2005. Como se puede apreciar, el suelo
presentd textura arcillo limosa con propiedades quimicas dentro de parametros normales

que lo califican como de buena aptitud agricola (tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas del sitio experimental

pH [CE (mS/cm RAS K asimilable (mg/kg) P disponible (mg/kg)| Nt (g/100g)[MO (g/100g)

8,38 0,57 1 605 17,6 0,18 3,51

pH, C.E (conductividad eléctrica), RAS (relacién de adsorcion de sodio), K (potasio) P (fésforo), Nt:
nitrégeno total, MO: materia organica. C.E y RAS cuantificados en extracto de saturaciéon y pH en relacién
1:2,5. Fuente: Laboratorio de Analisis de Calidad Ambiental Regional (LACAR). Universidad Nacional del
Comahue Centro Regional Zona Atlantica.
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Es importante destacar los valores de P obtenidos en el suelo, debido a su
importancia en los procesos de nodulacion y produccidn de la planta de poroto. La
bibliografia sugiere realizar fertilizaciones a partir de valores de 12 mg/kg P (Ortega et
al., 2008). Los resultados obtenidos indican una buena provision de este nutriente en el
suelo disponible para promover la fijacion simbidtica de N.

En la simbiosis Rhizobium-leguminosa, el P forma parte de las moléculas del ATP
responsable de la liberacién e intercambio de energia, ademas de su consumo para la
formaciéon de los tejidos nodulares. Estudios demostraron que la aplicacion del P vy
potasio permite alcanzar mayores rendimientos, mayor peso fresco y seco de los
nodulos, asi como alta efectividad de fijacidon de N (Hernandez Salido & Salido Garcia,
2019).

Las labores culturales realizadas previas a la siembra consistieron en una pasada
de rastra pesada, dos pasadas de cincel, dos pasadas de rastra liviana y el armado de
surcos a 70 cm de distancia entre si. Se realiz6é un riego presiembra para permitir un leve
compactado del suelo que favorecio el armado de los surcos, la acumulacién de agua en
el perfil y el desarrollo de malezas previo a la siembra para su posterior control. A
continuacion se efectud la aplicacion de herbicida presiembra (glifosato 2,5 | ha™') para
eliminar las malezas y favorecer la emergencia del cultivo.

Realizadas las tareas antes mencionadas, se delimitaron parcelas experimentales
y se procedié a la siembra de las mismas. El disefio experimental utilizado fue en
bloques completamente aleatorizados con tres réplicas por tratamiento. Cada parcela
experimental presentd una superficie de 11,2 m? (4 surcos a 0,70 m por 4 m de longitud)
por lo que cada fecha estuvo representada por una superficie total de 33,6 m2 Los
materiales genéticos utilizados provinieron de Salta y fueron: Red Park (Rp), Cranberry
(Cb), Negro (N) (Phaseolus vulgaris L) y Mungo (M) (Vigna radiata). Las fechas de
siembra evaluadas fueron separadas entre si en aproximadamente 20 dias y fueron:
25/10,15/11 y 5/12. La siembra se realiz6 de manera manual, colocando una semilla

cada 10 cm a una profundidad menor a 2,5 cm.

Las variables meteoroldgicas inciden en el crecimiento del cultivo de legumbres,
por este motivo, los parametros de temperatura (T°), precipitaciones vy
evapotranspiracion de referencia (Eto) fueron registrados para los meses implicados en
el ensayo mediante una estacion meteoroldgica portatil ubicada en el lote experimental
(figura 2).
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Figura 2. Valores de temperatura, evapotranspiracion y precipitaciones para el sitio experimental

durante el ciclo productivo 2019-2020. Fuente: Estacion meteoroldgica de la EEAVI.

En la figura 2 se observa que la temperatura media para el periodo de estudio fue
de aproximadamente 20°C, las maximas alcanzadas variaron entre 25 y 30°C y las
minimas entre 6 y 7 °C. La evapotranspiracion fue maxima durante los meses de
noviembre, diciembre y enero, para luego disminuir paulatinamente hasta el mes de
mayo. En el mes de octubre, las precipitaciones permitieron acumular agua en el perfil
de suelo para el momento de la siembra e implantacion del cultivo. Si bien existid un
aporte de agua de lluvia a lo largo del ciclo de cultivo, la distribucién de las mismas fue
irregular, incluso en los meses de mayor evapotranspiracion las precipitaciones fueron
menores. A pesar de ello, no generod influencias en el desarrollo del cultivo dado que la
zona de estudio cuenta con agua de riego de calidad que permiti6 mantener el cultivo en
condiciones hidricas adecuadas.

Otro factor importante en el desarrollo de los cultivos es la radiacion (figura 3), por
ello se considerd la informacion obtenida en estudios locales realizados previamente
(Reinoso et al., 2014). Esta informacion permitira comprender el efecto de las fechas de

siembra en la fenologia y productividad del cultivo.
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Figura 3. Evolucién de la radiacién solar (Mj m?) para Viedma (Rio Negro). Promedio de 47 afios.
Adaptado de Reinoso et al., 2014.

En la figura 3 se observa la evolucién de la radiacion solar a lo largo del afio para
la ciudad de Viedma. La heliofania se encuentra ubicada dentro del régimen de mayor
volumen para el pais, con un promedio de 2693 h de sol al afio registradas en el periodo
1965-1994, lo que permite asumir una rica disponibilidad de este elemento aun para los
cultivos mas exigentes. Se puede observar que durante la estacién primavero-estival se
alcanzan los valores mas altos. Durante los meses de marzo-abril, la elevada
luminosidad sumado a las temperaturas aun elevadas da como resultado otofios
benignos para los cultivos (Martin, 2009). Esta informacién es importante debido a que,
como se menciond anteriormente, afectan la duracién de las etapas fenoldgicas y por lo

tanto, del crecimiento del cultivo.

Durante el ciclo de cultivo se realizaron 8 riegos (aproximadamente 800 mm en
total) con el objeto de cubrir los requerimientos de las legumbres estudiadas, y se
efectuaron tareas de desmalezado manual para favorecer la implantacién y desarrollo de
las mismas. Es importante mencionar que no se observaron problemas sanitarios ni de
plagas.

Cuando las plantas se encontraban en inicios del estadio de floracion se efectud
la aplicacion de fertilizante para favorecer el desarrollo de las plantas y la fructificacion

de las mismas. Para ello, se utilizé fosfato diaménico a razén de 100 Kg ha™.
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A lo largo del ciclo del cultivo, con una frecuencia de diez dias, se realizé el
recorrido de las parcelas experimentales a fin de identificar: estadios fenoldgicos (segun
lo descrito por Fernandez, 1986), necesidades de riego y problemas sanitarios si los
hubiese.

Al momento de la cosecha, en cada fecha de siembra, se recolectaron 3 muestras
de plantas de 1 metro de longitud sobre el surco central de la parcela (para eliminar el
efecto borde). El numero de plantas cosechadas fue registrado, al igual que el numero
de vainas. A continuacién las mismas, fueron trilladas y los granos obtenidos fueron
sometidos a un proceso de secado en estufa a baja temperatura (20°C) hasta peso
constante, para obtener el peso seco. Con estos resultados se obtuvo el numero de
vainas y el rendimiento en granos para cada parcela experimental y a continuacion a
través de un calculo matematico se llevo a la superficie de hectarea. Para conocer el
peso de mil granos (P1000) se efectud el recuento y el pesado de los mismos. Se

realizaron 3 réplicas por cada parcela.

2. Metodologia implementada en ensayos de laboratorio

A partir de los resultados obtenidos experimentalmente a campo, se
seleccionaron los materiales genéticos con mejores atributos de rendimiento y sanidad
para realizar germinados y evaluar su efecto en la calidad nutricional de los mismos.

Para el proceso de germinacion, se desinfect6 una muestra de semillas con
hipoclorito al 1% por 20 minutos y tres enjuagues posteriores con agua destilada por
periodos de 15 minutos cada uno. A continuacion, las semillas fueron colocadas en
bandejas acondicionadas con algodén y papel humedecido e incubadas en camara de
germinacion bajo condiciones de oscuridad, con temperatura y humedad controladas. La
temperatura utilizada fue de 25 + 2 °C (Sangronis & Machado 2005) y los tiempos de
germinacion evaluados fueron: 24, 48 y 72 h. Esta caracteristica diferencia el proceso de
obtencién de germinados (estadio post-germinacioén) con el de obtencion de brotes,
proceso para el cual se requiere mayores tiempos (de 3 a 5 dias) de germinacion (Filho,
2005). Para mantener un adecuado nivel de humedad, las semillas fueron asperjadas
diariamente con agua destilada. Se consider6 como semilla germinada aquella que
presentd una radicula de al menos 10 mm de longitud (Jeffrey & Consuelo, 1993).

Luego de la germinacion, las semillas se secaron a 60°C hasta lograr un peso

constante y se molieron en un molinillo portatil de laboratorio para obtener una harina. La
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misma se conservo a 8°C hasta su utilizacion.

Para evaluar los atributos de calidad se realizaron las siguientes determinaciones:

1. Proteina Bruta (% PB). Se determin6 el % PB por el método de nitrogeno total
por Kjeldahl (AOAC, 1990), que consta de tres fases: digestion, donde se produce la
conversion de nitrogeno en amonio; destilacion, donde se genera la separacion del
amoniaco y por ultimo la valoracién, donde se determina el contenido de nitrégeno. Para
el calculo de nitrogeno se utilizd el factor de conversién 6.25.

2. Evaluacion de proteinas solubles. Para la obtencion de proteinas solubles se
utilizé harina desgrasada y se realiz6 una extraccion en una relacion harina/solvente
1:10. Se utilizé buffer TRIS 50 mM pH: 8, Nacl 100 mM y betamercaptoetanol 1 mM. La
extraccion se llevo a cabo a 4°C en agitacion durante 30 minutos. Este procedimiento se
repitic dos veces y se determiné el contenido de proteinas solubles por el Método de
Bradford.

3. Caracterizacion fisicoquimica de proteinas. Para ello se realiz6 un gel
SDS-PAGE de 12% segun Laemmli (1970) en el cual se llevd a cabo la corrida
electroforética, luego los geles se fijaron con metanol al 50% y acido acético 10%, se
lavaron con agua destilada y se tifieron con Coomassie Brilliant Blue (0.01%). Por ultimo
fueron destenidos con agua destilada por 24 h. Se realizaron tres repeticiones de tincién,
lavado y tedido con una duracion de 15 minutos en agitacién constante cada uno de
ellos.

4. Obtencioén y cuantificacion de polifenoles. La extraccion de los mismos se
realizé a partir de la harina de semillas segun Ombra et al., (2016). Para ello se utilizd
metanol al 70% en una proporcién harina: solvente de 1:5. La extraccién se realizd
durante 2 h en agitacion a 4 °C. Luego se centrifugé por 5 minutos para extraer el
sobrenadante. El contenido de polifenoles totales (CPT) se cuantifico a través del
meétodo de Folin-Ciocalteu (Council of Europe, 2007). Las muestras se incubaron una
hora en oscuridad y se agregd Na,CO; para luego leer la absorbancia a 760 nm. Se
utilizé acido galico como patron de referencia.

5. Determinacion de lectinas. Las lectinas son proteinas que tienen la capacidad
caracteristica de aglutinar los glébulos rojos de una manera similar a los anticuerpos.
Para su determinacion, células rojas de la sangre fueron resuspendidas en un buffer
PBS al 4 %v/v. Por otro lado, se prepararon diferentes diluciones seriadas de los
extractos con lectinas (1/2, 1/4, 1/8, 1/16 y 1/32) y se agregaron 50 ul de cada muestra
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en placas multipocillo donde previamente se agrego la suspension de glébulos rojos (50
pl). Luego de 1 h a 30°C, se observé si habia hemoaglutinacion.

La actividad de cada muestra se cuantifico de acuerdo a Poblete (2020) utilizando
la siguiente formula:

HU mg = (Da x Db x S)IV

Donde,

Da: ultimo factor de dilucion

Db: dilucién en HA

S: ml extracto original/ mg de harina de poroto

V: ml de extracto en el tubo

6. Determinaciéon de acido fitico. Se realiz6 segun el método descrito por
Mohamed, Perera & Hafez (1986). Las extracciones se realizaron con HCI al 2,4% en
una relacion harina/solvente de 0.5:10. Luego las muestras se incubaron por 1 h a
temperatura ambiente en agitacion. Por ultimo se centrifugd extrayendo el sobrenadante.
La concentracion de fitato se determind colorimétricamente utilizando el reactivo de
Wade (FeCl;.6H,0 al 0,03%, acido sulfosalicilico al 0,3%) y como patron se utilizé acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) a diferentes concentraciones (0-1 mg/ml). Se realizé la

lectura mediante espectrofotdmetro a una longitud de onda de 830 nm.

Analisis estadistico

El disefio experimental utilizado a campo fue un disefio en bloques
completamente aleatorizado con tres tratamientos (fechas de siembra) y cuatro
materiales genéticos. Cada tratamiento conté con 3 réplicas.

Los resultados obtenidos fueron analizados mediante un andlisis de varianza
(ANOVA) y para determinar las diferencias entre medias se realiz6 un test de Fisher
(DMS) al 5% de significacion. Este analisis fue llevado a cabo a través del programa
estadistico INFOSTAT versién estudiantil (Di Rienzo et al., 2008).
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Resultados y discusién

e Ensayos realizados a campo
1. Evaluacién de fechas de siembra en diferentes materiales genéticos

La fenologia establece las distintas fases del desarrollo por las que atraviesa un
cultivo, tiene en cuenta los cambios morfolégicos y fisioldgicos que se producen a
medida que transcurre el tiempo. El ciclo biolégico de un organismo cambia con el
genotipo y con los factores del clima, esto quiere decir, por ejemplo, que plantas de un
mismo genotipo sembrado bajo diferentes condiciones climaticas pueden presentar
distintos estadios de desarrollo después de transcurrido el mismo tiempo cronolégico.

Un manejo adecuado, un conocimiento riguroso de cada una de las etapas y de los
factores ambientales que las afectan permitira comprender los resultados productivos del
cultivo en cuestion (Ortas, 2008).

En este sentido, es importante destacar que para los diferentes materiales
genéticos estudiados no se hallaron diferencias estadisticas significativas (p>0,05) entre
los estadios fenoldgicos evaluados para las condiciones de estudio. Por este motivo se
presentan a continuacién valores medios para las diferentes etapas fenoldgicas
estudiadas para cada una de las fechas de siembra (figura 4). En relacion a ello, la
frecuencia de las observaciones a campo en las diferentes etapas del cultivo pudo haber
incidido en estos resultados dado que, las mismas fueron efectuadas con una frecuencia
de 10 dias y es posible haber perdido precision en los registros. En varias oportunidades
se observd superposicion de las etapas fenolégicas que dificultaban establecer con
exactitud el inicio y fin de las mismas.

Respecto a la duracion del ciclo del cultivo se observaron diferencias estadisticas
significativas (p<0,001) en relacién a las fechas de siembra evaluadas. En este sentido,
se aprecido una disminucion general del mismo a medida que se retras6 la fecha de
siembra, con duraciones de 147, 127 y 110 dias para las tres fechas evaluadas
respectivamente (figura 4). Esto podria deberse a que el desarrollo de las plantas es
sensible a la temperatura ambiente durante todo el ciclo del cultivo e influye sobre la

longitud de las etapas fenoldgicas. El ciclo es menor cuando las plantas se exponen a
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temperaturas mas elevadas debido a que se modifica la tasa de desarrollo (Toledo,
2017).
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Figura 4. Estadios fenoldgicos. V1: emergencia. V2-VN: Vegetativo R6: floracion. R7: formacion
de vainas. R8: llenado de granos. R9: madurez. F1: Fecha 1 (25/10) F2: Fecha 2 (15/11), F3:
Fecha 3 (05/12)

Para el estadio de emergencia (V1) se observaron diferencias estadisticas
significativas (p<0,05) entre la fecha 1 (F1), la cual presenté un periodo de duracién
mayor, respecto de las restantes fechas que no presentaron diferencias entre si. Este
comportamiento también fue observado en el estadio de madurez (R9). La reduccion
observada en V1 para las fechas 2 (F2) y 3 (F3), podria estar asociada a las
temperaturas ambientales crecientes (temperatura media (°C) F1: 17,04; F2: 20,38 y F3:
19,56) y a la mayor radiacion registrada en este periodo (Radiacion media (Watt/m?) F1:
274; F2: 338 y F3: 396 Figura 3). Estos parametros posiblemente incidieron de manera
positiva en la temperatura del suelo y promovieron una germinacion mas pronta de las
semillas. Esto concuerda con lo mencionado anteriormente por Toledo (2017) y con lo
estudiado por Maqueira Lopez et al., (2021) donde se observd que el aumento de la
temperatura incrementa la velocidad de germinacion, aunque por encima de 32°C este
parametro puede verse reducido. En este sentido Forsythe (2002) menciona un efecto

positivo de la radiacién solar sobre la temperatura ambiente y la del suelo.
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2. Rendimiento

En relaciéon al rendimiento en grano obtenido para las diferentes fechas de
siembra estudiadas se observé que en la mayoria de los casos la F2 presentd los
valores de rendimiento mas elevados (figura 5). Para la variedad Cb no se hallaron
diferencias estadisticas entre F2 y F3 sin embargo, F2 presentd un rendimiento de 155
kg ha” mayor. Rp mostré un rendimiento evidentemente superior (45%) en F2 respecto
de las fechas restantes. El poroto negro presento valores similares de rendimiento entre
F1 y F2 (1182 kg ha™) los cuales fueron superiores respecto de F3. Asimismo, los
valores de rendimiento de esta variedad resultaron intermedios a los obtenidos por Cb y
Rp. La variedad M presento los valores mas bajos en rendimiento, destacandose la F2
como la mas productiva con valores de 820 kg ha™'. Esta menor productividad podria

estar asociada a una deficiente capacidad de competencia con malezas.
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Figura 5. Rendimientos de las variedades Cranberry (Cb), Red Park (Rp), Negro (N) y Mungo (M)
para las fechas de siembra evaluadas

Los rendimientos obtenidos para F2 bajo las condiciones medioambientales de
este trabajo superan a los valores medios publicados para la zona norte de nuestro pais,
donde se indican rendimientos entre 800 y 1500 kg ha™ para Rp y Cb, entre 700 y 2400
kg ha' para poroto N y entre 650 y 1900 kg ha™ para M (Vizgarra et al., 2006; Espeche
et al., 2019, Toledo et al., 2019).
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Para explicar las diferencias de produccion entre especies y fechas de siembra
estudiadas se analizaron algunos componentes de rendimiento: plantas ha™, vainas ha™
y P1000 semillas (tabla 2).

Tabla 2. Componentes del rendimiento estudiados

Plantas ha™ Vainas ha™' P1000

F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3

Cb100.000b 95.238b 114.000a 710.000a 1.117.067b 1.500.467a 458,70a 468,80a 373,00b
RP 95.238b 104.760a 98.328b  975.067b 1.060.267a 790.467c 376,90a 380,90a 287,90b
N 104.760a 104.760a 80.952b 1.202.740a 1.233.000a 1.069.733b 242,70a 249,70a 193,90b

M 66.000b 76.190a 60.660b  657.933a  269.800b 179.867¢  57,10b  68,20a 51,40b

F1: Fecha 1 (25/10) F2: Fecha 2 (15/11), F3: Fecha 3 (05/12.). Valores dentro de una misma
variable para una variedad seguidos de la misma letra, no difieren significativamente segun el test
de LSD Fisher (p = 0,05).

Para la variedad Cb los mayores rendimientos obtenidos corresponden a F2 y F3
sin diferencias estadisticas entre si (p<0,001), estos resultados podrian explicarse
debido a que en F3 el numero de plantas ha' fue 19% superior respecto de F2. Este
mayor nimero de plantas se tradujo en un incremento en el nimero de vainas ha' que
permitid compensar el rendimiento de F2 a pesar de presentar granos mas pequefos.
Estos resultados coinciden con lo mencionado por Ishag (1973), quien destaca la
relevancia de la densidad de plantas en el rendimiento por efecto compensatorio del
numero de vainas y/o el tamafio de los granos. La reduccién en los rendimientos de F1
esta relacionada con el menor nimero de vainas m™”; donde a pesar de presentar granos
de mayor tamano no logré equiparar en rendimientos a las restantes fechas.

Para Rp los mayores rendimientos se expresaron en la F2 y pueden atribuirse al
incremento en el niumero de plantas ha™, al mayor nimero de vainas ha' y al mayor
tamano de los granos. Entre F1 y F3 no se aprecian diferencias estadisticas en el
rendimiento (p>0,05). Esto podria deberse a que el test empleado no detectd diferencias
en el nimero de plantas ha™'. A pesar de ello, F3 presentd 3090 plantas ha' mas, las
cuales podrian compensar el menor numero de vainas y el menor peso de granos
alcanzado.

La variedad N presenté los mayores rendimientos en F1 y F2 sin diferencias

estadisticas entre si. Esto podria explicarse en funcién de los componentes del
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rendimiento estudiados que tampoco se modificaron entre fechas.

Por ultimo, los mayores rendimientos de la variedad M se observaron en F2,
posiblemente debido al mayor niumero de plantas ha™'. El nimero de vainas ha' es
intermedio respecto de las restantes fechas sin embargo, este componente del

rendimiento parece ser compensado por un mayor tamano de granos.

La fecha de siembra crea condiciones ambientales definidas tales como
disponibilidad de humedad, temperatura, fotoperiodo y sus interacciones, que influyen
positiva y negativamente en el crecimiento y desarrollo del cultivo de porotos (Acosta et
al., 1996). Estas condiciones modifican el entorno que incide en la duracion de las
etapas fenoldgicas lo cual repercute en la produccion de materia seca, en el rendimiento
en grano y de sus componentes (Acosta et al., 1996; Ribeiro et al., 2003). En este
sentido, podemos mencionar que en el caso de F1, las temperaturas ambientales
iniciales fueron menores (figura 2), hecho que extendié el periodo de emergencia.
Conforme se incrementd la temperatura y bajo condiciones de fotoperiodo largo, se
promovié el desarrollo vegetativo y un periodo reproductivo mas extenso, lo que
concuerda con lo mencionado por Marchiori (2015) quien indica que dias largos retrasan
la floracion y la madurez. En F3 ocurrié lo contrario, al sembrar 46 dias mas tarde
respecto de F1, las temperaturas ambientales fueron mas elevadas (figura 2) lo que
permitié al cultivo adelantar el tiempo de emergencia. Durante el estadio vegetativo,
estas condiciones fueron mas notorias sobre todo en los meses de enero y febrero, lo
cual pudo haber afectado negativamente en el desarrollo de la planta y en el cuajado de
los frutos tal como menciona Enciso et al., 2019. Asi mismo, en condiciones avanzadas
del ciclo del cultivo (en el estadio reproductivo) las temperaturas y el fotoperiodo
comenzaron a disminuir (figura 2 y 3), lo que influyd en el patron de desarrollo y en la
particion de fotoasimilados.

Las plantas de F3 resultaron de menor porte respecto de las restantes fechas de
siembra (datos no mostrados) es decir, bajo las condiciones medioambientales de esta
fecha, el periodo de desarrollo fue menor y se redujo la produccion de biomasa la cual
incidio en el rendimiento del cultivo. A pesar de ello, en algunas variedades se observo el
efecto compensatorio de uno o varios componentes del rendimiento que permitieron
equiparar e incluso superar la produccién de F1 como ocurrié en Rp y Cb. En el caso de

las variedades N y M el efecto de las condiciones medioambientales fueron mas
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evidentes en el desarrollo de los mismos y F3 no logr6 compensar los mayores
rendimientos alcanzados en las fechas anteriores.

En este sentido, existen numerosos autores que hacen referencia al efecto
compensatorio de los distintos componentes del rendimiento tal como se ha observado
en este trabajo (Duarte & Adams 1972; Goncalves et al., 2003; Salehi et al., 2010). Estos
autores mencionan como el componente mas preponderante en el rendimiento, al
numero de vainas/planta, y destacan una respuesta similar del numero de semillas y del
peso de las mismas.

Como se menciond anteriormente, los menores rendimientos de F3 podrian tener
relacion con el menor porte de las plantas de esta fecha de siembra, lo cual concuerda
con lo indicado por Ramirez—Vallejo & Kelly (1998). Estos autores informaron que, en
porotos, una alta biomasa aérea esta asociada a una mayor produccién de
fotoasimilados que se transloca a las vainas y semillas con incrementos en el
rendimiento.

En funcion de los resultados obtenidos podemos considerar a F2 como 6ptima
para la siembra del cultivo de porotos en la region dado que, las condiciones
medioambientales permiten un desarrollo fenoldégico armoénico del cultivo con

rendimientos elevados.

e Ensayos realizados en laboratorio

1. Evaluacion de la germinacién en las variedades de P. vulgaris estudiadas

Las etapas de germinacion de una semilla involucran rehidratacion, utilizacion de
reservas y formacion de las estructuras de sintesis que permitiran a la plantula asumir un
modo autotrofo de existencia. En términos bioquimicos la germinacion es el resultado de
procesos catabdlicos y anabdlicos. Los primeros ocurren en los o6rganos de
almacenamiento (cotiledones en dicotiledéneas) y consisten en la degradacion y
movilizacion de las macromoléculas de reserva. Los segundos ocurren en los ejes
embrionarios y se asocian a la sintesis de macromoléculas y componentes estructurales
para generar nuevas células y tejidos durante el crecimiento (Kermode, 1990).

A partir de los resultados obtenidos experimentalmente a campo, se
seleccionaron los materiales genéticos con mejores atributos de rendimiento para

realizar germinados y evaluar su efecto en la calidad nutricional de los mismos. Estos
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corresponden a las variedades Rp y Cb de la F2. Los resultados obtenidos en el ensayo
de germinacion se observan en la tabla 3. Transcurridas 24 h no se observé germinacion
en ninguna de las variedades estudiadas, conforme incremento el tiempo, el porcentaje
de semillas germinadas aumenté. La variedad Cb presentd valores de germinacién
superiores respecto de RP.

El periodo de germinacion es una variable decisiva en este proceso biologico y
bajo las condiciones de este ensayo, 72 h fueron suficientes para alcanzar porcentajes

de germinacion superiores al 90 % (tabla 3).

Tabla 3. Porcentaje de germinacion de las variedades Cranberry (Cb) y Red Park (Rp)
para 3 tiempos (24, 48 y 72 h) de germinacion
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24 h
48 h 82% ) 74%
72 h 100% 90%

2. Atributos de calidad para las variedades de P vulgaris estudiadas
2.1 Contenido de Proteina total

Los porotos se caracterizan por contener proteinas y nutrientes dietéticos
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destacados que complementan alimentos como la carne, el trigo, los cereales y otras
legumbres alimenticias. El contenido de proteina de los porotos es similar al de la carne,
con valores que oscilan entre el 20% y el 30% (Ganesan & Xu, 2017). No obstante, los
granos de leguminosas tienen componentes que influyen en la digestibilidad y utilizaciéon
de las mismas.

El contenido de proteinas totales puede observarse en la figura 6. Los resultados
mostraron diferencias estadisticas significativas (p<0,001) en los valores de proteinas

totales conforme se incrementé el tiempo de germinacion.
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Figura 6. Valores de proteina bruta (%) para las variedades Cranberry (Cb) y Red park (Rp) en
diferentes tiempos de germinacion (24 h, 48 hy 72 h)

En la variedad Cb no se hallaron diferencias estadisticas significativas en el
contenido de proteina entre las 24 y 48 h de germinacién. Sin embargo, a las 72 h se
observd un incremento significativo del 8.6%. Por otra parte, en la variedad Rp, el
incremento fue gradual con diferencias apreciables en los tres tiempos evaluados. El
mayor incremento se observé a las 72 h con 11.92%, esto representa un 3.3 % mas que
la variedad Cb para el mismo tiempo de germinacion. En concordancia con lo hallado,
Alonso et al., (2000) observd un incremento gradual del contenido proteico de semillas
germinadas de P. vulgaris durante un periodo entre 24 y 72 horas. En este sentido, otros
autores para esta especie, indican un comportamiento similar en el incremento de
proteinas totales asociados al proceso de germinacién (Ramos de vega & Sangrois,
2006; Uwaegbute et al., 2000)
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El incremento de proteinas observado probablemente sea consecuencia de
actividades anabdlicas y catabdlicas, de la respiracién, de la sintesis de proteinas y de la
movilizacion de las reservas después de la absorcién de agua tal como ya ha sido
reportado (Garcia & Primo, 1993; Uwaegbute et al., 2000; Uriyo, 2001). Es decir, el
contenido de proteinas real estara determinado por el efecto neto de la sintesis y la
degradacion. En general, parece que la sintesis neta de proteinas supera la degradacion
debido a la necesidad critica de sintesis de &acidos nucleicos necesarios para el
crecimiento, lo que puede influir en un aumento neto de proteinas (Moongngarm &
Saetung, 2010).

2.2 Determinacion de proteinas solubles

Durante la germinacion se produce un aumento en la secrecién de hormonas y
enzimas que hidrolizan las reservas presentes en las semillas, consecuentemente ocurre
el transporte de sustancias solubles y de hormonas al punto de crecimiento. La
germinacion también activa hidrolasas tales como proteasas que convierten las
moléculas de proteina en aminoacidos, lipasas que actuan sobre compuestos grasos
para dar acidos grasos y carbohidrolasas que ejercen su accion sobre los depdsitos de
almidon para dar maltosa y luego glucosa (Chaudhary et al., 2013).

En este sentido, la germinacion y las condiciones en la que la misma se lleva a
cabo podrian causar cambios en la composicién y en las propiedades funcionales de los
fitoquimicos constituyentes debido a la respiracion aerdbica y a la bioquimica del
metabolismo.

En relacidon a las variedades de Phaseolus estudiadas, las proteinas solubles no
presentaron diferencias estadisticas significativas (p<0,05) en funcién de los tiempos de
germinacion (figura 7). Sin embargo, para la variedad Cb se aprecié un incremento de un
5.31% de esta variable a las 72 h con respecto a las 24h del proceso germinativo.
Winarsi et al., (2020) observaron una tendencia a incrementar el contenido de proteina
soluble en tiempos de 10, 20 y 30 h en una variedad roja de Phaseolus sin embargo, no
percibieron diferencias significativas entre las 20 y 30 h. En este sentido, Xue et al.,
(2014) detectaron cambios en el contenido de proteina soluble en cuatro tipos de
legumbres (Mung, Vigna radiata L., Glycine max L. Phaseolus vulgaris L.(Black)) durante
el proceso de germinacion. Este autor muestra variaciones (incrementos y reducciones)
en el transcurso de los dias, pero logra los mayores valores en el dia 6 de germinacion.

No obstante, los valores informados por este autor (1.89 mg/g para mungo y 1.5-2.0
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mg/g para soja y poroto negro, respectivamente) resultan inferiores a los obtenidos en

este trabajo con menores tiempos de germinacion (4.33 mg/ml para Cb y 3.88 mg/ml

para Rp).
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Figura 7. Valores de proteina soluble (mg/ml) para las variedades Cranberry (Cb) y Red Park

(Rp) en diferentes tiempos de germinacion (24h, 48hy 72 h)

El contenido de proteinas solubles de este trabajo no mostré diferencias
estadisticas asociadas a los tiempos de germinacion sin embargo, se aprecia un
comportamiento variable en el tiempo. Esto podria estar relacionado a las condiciones
de germinacion, a la existencia o no de remojo previo de las semillas y a las
caracteristicas propias de cada variedad (Vijaylaxmi 2013; Nkhata et al., 2018)

Por otra parte, los conceptos de semillas germinadas y brotes son diferentes. La
semilla germinada (o germinado), se relaciona con el primer estadio post-germinacion.
En esta etapa, luego de dos a tres dias de iniciado el proceso de germinacion, el germen
comienza a transformar la reserva nutritiva en el alimento vivo para ser asimilado por la
nueva planta. En cambio, el brote corresponde a un estadio mas avanzado de
desarrollo, de cinco a siete dias, donde se observa la presencia de la radicula, el
vastago, clorofila, la pérdida de la cascara y la asimilacion de casi toda reserva nutritiva
(Marcos Filho, 2005). Por ello, y debido a la protedlisis y a la solubilizacion parcial que se
produce con la germinacion de las semillas, se esperaria un aumento de las proteinas
solubles en agua y de los aminoacidos libres en las semillas germinadas (Mbithi-Mwikya

et al., 2000). Probablemente para evidenciar un incremento considerado en el contenido
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de proteinas solubles deberia tenerse en cuenta tiempos de germinacion mayores a los
estudiados, sin embargo, este trabajo buscé analizar los atributos de calidad bajo la

condicion de semilla germinada.
2.3 Caracterizacion fisicoquimica de extractos proteicos

Los perfiles proteicos de las variedades estudiadas se evaluaron a través de un
gel SDS-PAGE de 12% de acrilamida. En el mismo se pudo apreciar la presencia de
bandas de 70 kDa,50 kDa y 15-32 kDa compatible con la presencia de phaseolinas,
vicilinas y lectinas, respectivamente(Pifiuel et al., 2019). Segun estos patrones proteicos
encontrados en los porotos germinados por SDS-PAGE, puede apreciarse una
disminucion en la intensidad de las bandas como consecuencia del incremento en el
tiempo de germinacion (figura 8). Este efecto fue mas evidente en la variedad Rp
respecto de Cb. Una posible explicacién a este fendmeno podria ser el desdoblamiento
de las proteinas y carbohidratos durante la germinacion, donde las mismas son
degradadas a subunidades menores para ser utilizadas por el embrion. Las diferencias
entre variedades podrian estar relacionadas con la composicion de carbohidratos, lipidos
y proteinas, y a la interaccién de estos constituyentes en la matriz y en la disponibilidad

de los mismos (Wang et al., 2020).
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Figura 8. Perfil electroforético de los porotos Cranberry (Cb) y Red Park (RP).

En los porotos, las proteinas de almacenamiento representan el 50% de la

proteina que contiene el grano y de estas, las albuminas representan entre 15-21%, las
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globulinas entre 33-45%, las glutelinas entre 13-41% vy las prolaminas en general, menos
del 1%. Dentro de las globulinas, las phaseolinas son las proteinas mas abundantes y
son clasificadas como glicoproteinas que contienen azucares neutros y diferentes sitios
de unién de fosfato, lo que les confiere una gran variabilidad en el peso molecular de sus
subunidades. A su vez, se ha determinado que la phaseolina representa entre 40-50%
del nitrogeno total de la semilla (Raya-Perez et al., 2014).

En cuanto a la digestidn, las phaseolinas son altamente resistentes a la hidrolisis
in vitro y a la digestion in vivo. Este bajo grado de hidrdlisis podria explicarse debido a
que poseen una estructura compacta, rigida, y poco hidrofilica que limita la accesibilidad
de las proteasas (Montoya et al., 2010). En este sentido, y en funcidén de la disminucién
de bandas observadas en el gel con el incremento del tiempo de germinacion, podria
considerarse que la activacidon enzimatica ocurrida durante el proceso de germinacion
promoveria la hidrélisis (ruptura y/o desdoblamiento de su estructura) de esta proteina
dando lugar a su degradacion y/o utilizacion nutricional por parte del embrion.

Entre las proteinas de reserva asociadas a las leguminosas se encuentran
también las vicilinas que son un tipo de glicoproteinas comunmente asociadas de forma
no covalente en trimeros (52- 49- 46 kDa) o incluso hexameros con peso molecular de
150-250 kDa. En leguminosas suelen hallarse en formas acidas con un peso molecular
de alrededor de 40 kDa e incluso como subunidades basicas (polipéptidos mas
pequefios) con valores de 20 kDa unidas por enlaces disulfuro (Bollini & Chrispeels,
1978; Meng & Ma, 2002). La presencia de polipéptidos de menor tamafio representa la
ruptura parcial de la vicilina antes de su completo catabolismo (Bollini & Chrispeels,
1978). Se han realizado estudios comparativos entre diversas proteinas de leguminosas
donde se ha observado que las phaseolinas son las mas resistentes a la digestion
mientras que las vicilinas resultan mas susceptibles (Brenes & Brenes, 1993). En este
sentido, la disminucion de solubilidad demostrada en la figura 7, se corresponde con la
disminucién observada en la figura 8, donde RP presenta una degradacién mas evidente
de estas proteinas (phaseolinas y vicilinas). Sin embargo, en la variedad Cb esta
diferencia no es tan evidente.

Otro tipo de proteina observada en el gel seria compatible con la presencia de
lectinas, que también suelen denominarse fitohemoaglutininas. Su catabolismo durante
el crecimiento de las plantulas y su localizacion en los cuerpos proteicos coincide con el
de las vicilinas (Bollini & Chrispeels, 1978). Esto podria estar relacionado con lo
visualizado en el gel donde conforme incremento el tiempo de germinacién se redujo la
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banda compatible con las vicilinas (50 kDa), destacandose nuevamente un efecto mas
notorio en la variedad RP. Este comportamiento también se visualizé en la banda
compatible con las lectinas correspondientes a 32 kDa. Las otras bandas observadas
(15-30 kDa) no presentaron modificaciones, lo cual podria ser compatible con bandas de
lectinas vy vicilinas de menor peso molecular o su combinacién, que debido a su menor
tamafo requieren mas tiempo de germinacién para poder ser hidrolizadas. Esto
concuerda con lo mencionado por Basha & Beevers (1975) quienes indican que las
subunidades proteicas mas pequenas pueden ser mas resistentes a la degradacion
proteolitica. Por otra parte, Ericson & Chrispeels, (1976) indican que los polipéptidos mas
pequenos no son verdaderas subunidades de vicilina sino que corresponden a productos
de descomposicion de los polipéptidos mas grandes.

La importancia de la reduccion observada en estos constituyentes proteicos
durante el proceso de germinacion cobra relevancia desde el punto de vista de la salud
humana dado que, las legumbres en general podrian causar alergias. La alergenicidad
de las mismas se relaciona principalmente con las proteinas de almacenamiento
(globulinas, leguminas, vicilinas, y phaseolinas) de las semillas. Estas proteinas son
resistentes al tratamiento térmico, siendo necesarias altas temperaturas para afectar su
antigenicidad, aunque esto produce un efecto negativo sobre la calidad de las mismas
(Pascual et al., 2002). En relacion a ello, algunos estudios han informado que la
germinaciéon puede reducir la inmunorreactividad de los alérgenos de las leguminosas.
Durante este proceso, las proteinas de almacenamiento de las semillas se hidrolizan
para promover el crecimiento de las plantulas, lo que podria descomponer los epitopos
alergénicos. En este sentido, la germinaciéon durante un periodo de 3 dias redujo la
inmunorreactividad de porotos y de soja en un 40 % y 70 % respectivamente (Gupta et
al., 2021). En el caso de las variedades de poroto negro y mungo, se ha mencionado
que la banda compatible con las vicilinas de 50 kDa mostraron una reduccién con el
tiempo de germinacion. Sin embargo, la degradacion completa se logré luego de 10 dias
de germinacién y aun asi persistieron aquellos polipéptidos de menor peso molecular (23
kDa). Esto indica que la degradacion de las vicilinas es un proceso lento, donde entre los
3 y 6 dias de germinacion actua una endopeptidasa, la vicilina peptidohidrolasa, que es
responsable de la degradacion de la vicilina, lo cual resulta en polipéptidos de alrededor
de 20-30 kDa (Baumgartner & Chrispeels, 1977) tal como se observo en este trabajo

(figura 8).
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2.4 Determinacion de lectinas por hemoaglutinaciéon

Como se ha mencionado anteriormente, la eliminacién o disminucion de
componentes antinutricionales como las lectinas, mediante tratamientos tecnolégicos, es
esencial para mejorar la calidad nutricional de las legumbres y aprovechar su potencial.
En este sentido, en este trabajo se observé como resultado del incremento en el tiempo
de germinacion, una disminucién de la actividad hemoaglutinante en ambas variedades

estudiadas (figura 9).

H&
i
Ha

OcCb
ORFP

H-T
Ho

Actividad hemoaglutinante (U/mg )
.
1

24 48 72
Tiempao (h)

Figura 9: Efecto de la germinacién de 24, 48 y 72 h sobre la actividad hemoaglutinante (en U/mg)

en porotos Cranberry (Cb) y Red Park (Rp).

En el caso de los porotos Cb se observo una disminucién del 50% a las 48 hy se
mantuvo constante hacia las 72 h, mientras que en los porotos Rp disminuyeron un 75 %
a las 72 h. Esto deja en evidencia que el incremento del tiempo de germinacion en la
variedad Rp promueve una reduccion mayor en el contenido de lectinas comparada con
la variedad Cb. Los resultados hallados en este ensayo coinciden con los de Poblete et
al., (2020) quienes demostraron que luego de la germinacién de los granos se observaba
una disminucion en el contenido de lectinas. Esto fue relacionado con cambios
metabdlicos durante la germinacion entre ellos, la reduccion de componentes de reserva
de naturaleza proteica, como las lectinas y los inhibidores de tripsina y amilasa. Esto se

debe a la necesidad de producir componentes estructurales como aminoacidos y

38



péptidos necesarios para formar nuevas estructuras celulares y/o como fuente de

energia para el proceso de respiracion en la etapa de germinacion (Sanchez; 2019).
2.5 Determinacion de polifenoles

Los polifenoles son compuestos ubicados principalmente en las cubiertas de las
semillas aunque también pueden hallarse en bajas proporciones en los cotiledones
(Sathe et al., 2009). En relacion al proceso de germinacion, existen evidencias
documentadas para Phaseolus de variaciones en el contenido de polifenoles, sin
embargo estos hallazgos son contradictorios. Esta respuesta observada ha sido
relacionada con la metodologia y las especies empleadas (Yang et al., 2018). En este
trabajo, el proceso de germinacion de las variedades estudiadas present6 una tendencia
a incrementar el contenido de polifenoles conforme transcurrieron tiempos de
germinacién mas prolongados (figura 10). A pesar de ello, el test estadistico empleado
no detectd diferencias significativas en la variedad Rp para los tiempos evaluados. Para
la variedad Cb el incremento en el contenido de polifenoles a las 72 h fue de un 19%
respecto del tiempo de 24 h. Para RP los incrementos fueron del 11% para los mismos

tiempos.
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Figura 10. Contenido de polifenoles en mg GAE /100gr para las variedades Cranberry (Cb) y Red
Park (Rp) en los distintos tiempos de germinacién (24,48 y 72 h)

Estos resultados coinciden con los reportados por Tajoddin (2013), donde se
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observd para otra especie de Phaseolus un aumento progresivo de los polifenoles a
partir de las 48 h de germinacion. A su vez, Kapravelou et al., 2020, observaron que la
germinacién de Vigna radiata (mungo) no generaba cambios significativos en el
contenido de polifenoles sin embargo, cuantificaron valores mas elevados a los tres dias
de germinacion. En este sentido, Xue et al. (2016) descubrieron que la germinacién
durante 6 dias puede causar acumulacion de polifenoles en brotes de poroto con
concentraciones de 1.54 veces mas que en semillas secas. Por ultimo, Khang et al.,
(2016) también observaron un incremento de estos compuestos con los dias de
germinacion, aunque con valores mayores a los reportados en este estudio. El aumento
en el contenido de polifenoles de las semillas germinadas podria estar relacionado con
una nueva sintesis de polifenoles, a la polimerizacion de compuestos fendlicos
existentes e incluso a la degradacion de polimeros insolubles de alto peso molecular en
polimeros solubles de menor peso molecular (Tajoddin, 2013). La activacion del
metabolismo de una semilla se inicia en presencia de agua, alli las particulas
constituyentes sufren cambios y, en consecuencia, generan energia y nhuevos
compuestos, incluidos los fendlicos. Durante la germinaciéon de los porotos, los
compuestos fenodlicos mas sintetizados son los acidos fendlicos (Khang et al., 2016). En
este sentido puede decirse que la obtencién de germinados de porotos podria ser una
técnica sencilla y econdmica que promueve la sintesis de polifenoles, compuestos
benéficos para la salud humana debido a sus atributos de capacidad antioxidante,
antiinflamatoria, antimutagénica, antimicrobiana y por estar asociados a la reduccion del

riesgo de muchas enfermedades cronicas (Tajoddin, 2013).

2.6 Determinacion de acido fitico

El acido fitico se encuentra principalmente en semillas y granos de plantas, y es
una fuente de fésforo e inositol, cationes para las semillas que comienzan a brotar y de
grupos fosforilo de alta energia (Sangronis & Machado, 2007; Marolt, G., & Kolar, M.
2020). En las células animales se ha demostrado que cumplen funciones antioxidantes y
regulan diferentes procesos intracelulares (Marolt, G., & Kolar, M. 2020).

Como desventajas asociadas al acido fitico se mencionan la formacion de
complejos estables con minerales y fuertes interacciones con proteinas, carbohidratos y
lipidos que impiden su absorcion intestinal, (Kumar et al., 2010; Poblete et al., 2020). A
pesar de ello, existen estudios que demuestran que el acido fitico se hidroliza como
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consecuencia de la germinacién, por lo cual estos elementos estarian mas
biodisponibles para el cuerpo humano luego de la misma (Sangronis & Machado 2007).
En este trabajo para la variedad Cb se pudo observar una disminucién
significativa del 18% en el contenido de &acido fitico a las 48 h de germinacién, sin
embargo, a las 72 h se aprecio un incremento del 20% respecto del anterior. En cuanto a
la variedad Rp no se observaron diferencias estadisticas significativas en el contenido de

acido fitico, asociado a los tiempos de germinacion (figura 11).
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Figura 11. Contenido de acido fitico en mmol ac. fitico/100gr harina para los germinados de 24,
48 y 72 horas.

En relacion a estos resultados, un estudio realizado por Bau et al., (1997) sefala
que la disminuciéon del acido fitico es consecuencia del aumento de la actividad de las
fitasas durante la germinacion. Otros autores indican que si bien la cantidad de acido
fitico generalmente disminuye, lo que suceda posteriormente con los productos de la
hidrolisis va a depender del tipo de leguminosa y de las condiciones que se generen
durante la germinacion (Sangronis & Machado, 2007).

La disminucién en la concentracion de acido fitico observada a las 48 h en este
trabajo podria ser explicada como un efecto de la actividad de las fitasas que degradan
este compuesto para ser utilizado como fuente de energia durante el proceso de
germinacion (Sanchez, 2019). También se ha informado que la reduccion puede ser
resultado de un efecto de lixiviacién durante la hidratacién y como consecuencia del

aumento de la actividad fitasa durante la germinacion (Alonso et al., 2000).
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Si bien para ambas variedades evaluadas no se evidenciaron diferencias
estadisticas significativas en el contenido de acido fitico en funcidén de los tiempos de
germinacién, se aprecia una tendencia al incremento de este compuesto. En este
sentido, Poblete et al.,, (2020) observaron que diferentes variedades de porotos
mostraban un comportamiento similar. En funcién de los resultados obtenidos podria
pensarse que la germinacion de las variedades de porotos estudiadas seria una técnica
que promueve el incremento de este compuesto aunque probablemente sean necesarios
mayores tiempos de germinacion (obtencion de brotes y no de germinados) para
detectar diferencias estadisticas significativas en el tiempo. El aumento de acido fitico a
través del proceso de germinacién seria precursor de pirofosfatos de inositol, donde uno
de sus anillos es completamente fosforilado para crear moléculas que contienen uno o
mas enlaces de pirofosfato de alta energia (Menniti et al., 1993). En este sentido, han
sido publicados efectos positivos del acido fitico que lo indican como compuesto
antitumoral y antiproliferativo en lineas celulares de cancer colorrectal. También se han
hallado efectos reductores de los niveles de azucar en sangre, con lo cual su consumo
es deseable para enfermedades como la diabetes y la hiperlipidemia (Poblete et al.,
2020).

42



Conclusiones

Bajo las condiciones en las que fue realizado este trabajo se concluye:

Las condiciones meteoroldgicas del VIRN serian adecuadas para permitir un

correcto desarrollo fenoldgico del cultivo de porotos.

Las fechas de siembra evaluadas permitieron identificar como momento éptimo de
siembra para el VIRN, el 15 de noviembre (F2) dado que la misma posibilitd6 un
adecuado desarrollo del ciclo fenologico del cultivo con rendimientos iguales o

superiores a los de la zona identificada como principal productora a nivel nacional.

De los materiales evaluados, las variedades Cranberry y Red Park fueron los que

presentaron una mejor adaptacion al ambiente edafoclimatico del sitio de estudio.

La obtencién de germinados de porotos (estadio post-germinacion) podria ser una
técnica sencilla y econdmica que permite mejorar la calidad nutricional de estas
legumbres. De este modo tiempos de germinacion de 72 h permitieron:

- Incrementar el contenido de proteina total

- Disminuir el contenido de phaseolinas, vicilinas y lectinas hecho que resulta
beneficioso debido a la alergenicidad de las legumbres relacionada a la presencia de
estas proteinas de reserva.

- Reducir el contenido de lectinas, asociadas con efectos antinutricionales.

- Incrementar el contenido de polifenoles, compuestos benéficos para la salud debido
a sus caracteristicas antioxidantes y anti proliferativas.

- Tendencia a incrementar el contenido de acido fitico, importante como precursor de

energia, antioxidante y anticancerigeno.

De las variedades analizadas Red Park fue quien presentdé una mejor respuesta

frente a los parametros antes mencionados.
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