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RESUMEN

La manzanita (Arctostaphylos punges) es un arbusto comun en la Sierra Madre Occidental de México.
Debido a que en ocasiones forma chaparrales muy densos que impiden el establecimiento de los
bosques originales, se torna importante conocer la velocidad y periodos de crecimiento de esta
planta. El presente trabajo estudio la relacion entre el crecimiento vegetativo de la manzanita con la
precipitaciony el suelo en tres sitios de diferente altitud. La época de crecimiento se presento de julio
a septiembre coincidiendo con la época lluviosa, sin embargo el crecimiento de la manzanita fue
mayor en los sitios con mejor suelo y no necesariamente con los de mayor precipitacion.

INTRODUCCION

Arctostaphylos pungens, denominado comUnmente manzanita, es un arbusto perennifolio comuin de
la Sierra Madre Occidental de México; se le encuentra desde el estado de Chihuahua hasta Oaxaca en
un rango altitudinal de 1900 a 2200 msnm. La planta habita principalmente en sitios con alta
pedregosidad y alta insolacion (Gonzalez-E., 1993) pero también en dreas que han sufrido incendios
recurrentes o desprovistos de vegetacion arbérea por actividades forestales en mesas y laderas,
donde puede formar matorrales densos monoespecificos o en compafiia de otros arbustos como
Quercus deppresippes, Q., striatuala o Ceanothus sp.

La planta es un elemento importante en la sucesién ecoldgica de los bosques de pino-encino,
principalmente en las laderas orientales de la sierra madre occidental, que ha sido sumamente
perturbada por las extracciones maderables, los incendios forestales y el pastoreo extensivo. Desde
el punto de vista ecoldgico reviste importancia como formadora y retenedora de suelo en sitios muy
perturbados por las actividades mencionadas, pero también como elemento que protege al sitiode la
lluvia, de la insolacién y como proveedor de alimento para aves y mamiferos, ya que su fruto es una
drupa carnosa que esta disponible en abundancia durante buena parte del aiio, tanto en la planta
como en el suelo. Por esta razdn, al ser una especie arbustiva de ciclos de vida relativamente largos,
resulta importante conocer la tasa de crecimiento y longevidad que permitan a su vez por un lado
mejorar el conocimiento de esta importante especie y por otro para su adecuado manejo. Bajo la
hipétesis de que el crecimiento serd menor en los limites inferiores de su distribucién altitudinal.

METODOLOGIA

Se eligieron tres localidades a tres diferentes altitudes contiguos a la carretera Durango-La Flor
(Cuadro 1). En cada sitio se eligieron 10 ejemplares de manzanita de entre 1.3 y 2.0 m de altura, se
etiquetarony se tomaron datos sobre su ubicacidn en un croquis para su rapida localizacion.

Cuadro 1. Ubicacién de los sitios de muestreo.

SITIO LAT LONG ALTITUD | VEGETACION SUELO
1 23°46.7'N | 104°41.7'0 | 2420 m | Pino-encino Profundo
2 23°50.3'N | 104°45.6'0 | 2320m | Encino-pino Escaso
3 23°54.2'N | 104°45.9'0 | 2240 m Encinar abierto | Profundo
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Figura 1. Ejemplar de manzanita.

Para conocer los periodos de crecimiento
vegetativo se realizaron  observaciones y
mediciones una vez por mes durante 2002 vy
2003. Las mediciones se efectuaron en 10
ramillas apicales elegidas al azar de cada uno de
los 10 ejemplares de cada sitio (figura 3). En
total se efectuaron 31 observaciones de febrero
de 2002 a diciembre de 2003, aunque en
algunas fechas no se observé crecimiento
vegetativo. Los resultados se promediaron para
obtener los datos de crecimiento medio de las
10 ramillas de cada ejemplar. Se realizé un
conteo de verticilios, bajo el supuesto de que
cada uno corresponde a un periodo de
crecimiento de un afio.

Se consultd las bases de datos de CNA para
conocer la precipitacion mensual en 2002 vy
2003.

RESULTADOS Y DISCUSION
El crecimiento promedio de las ramillas en los
tres sitios en los dos afios fue el siguiente:

Sitio 1: 9.9 + 0.40 cm/afio,
Sitio 2: 5.3 +0.27 cm/afio,
Sitio 3: 7.5 +0.22 cm/afio

Existen diferencias significativas entre los tres
sitios (o0 = 0.05)

El promedio de los tres sitios fue 7.6 + 0.20 cm
conun crecimiento minimo de 1 cm/afio (sitio 2)
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Figura 2. Ubicacidén de los sitios de muestreo.

y un maximo de 29 cm/ afio (sitio 1). Esto puede
significar que las plantas de mayor altura (4m)
tendrian alrededor de 50 afios.

En las figuras 4a y 4b se observan los resultados
de los crecimientos promedio en el afio 2002 y
2003 en lo tres sitios de muestreo, mientras que
en las figura 5a y 5b se observan las
precipitaciones mensuales en tres estaciones
cercanas a los sitios de muestreo, donde Sta.
Barbara es cercano a sitiol, Bayacora al sitio 2 y
El Pueblito al sitio 3.

a)

b)




d)

Figura 3. Crecimiento vegetativo de la manzanita en
2002 (a) y 2003 (b) y precipitaciones registradas en
2002(c) y 2003 (d) en estaciones climatoldgicas
cercanasalossitios de estudio.

Como se puede observar en las graficas, en
2002, los primeros indicios de crecimiento
vegetativo (aparicion de la yema vegetativa)
ocurrieron a mediados de mayo en los sitios 1y
3, y a principios de junio en el sitio 2; en 2003,
ocurrieron a mediados de junio para los 3 sitios,
lo cual se relaciona con las lluvias del mes de
febrero, la cual fue mayor en 2002 que en 2003.
A partir de estos puntos empieza un rapido
crecimiento entre el mes de julio a octubre,
después de este mes el crecimiento vegetativo
fue poco significativo hasta la siguiente
temporada de crecimiento.

En 2002 el crecimiento de las yemas fue mas
altoenelsitio 1, alcanzando en promedio 10.5 +
0.94 cm (un ejemplar tuvo una elongacién de 17
cm), seguido por el sitio 3 con 8.53+0.51 cm, y
finalmente el 2 con una elongacién promedio de
5.65 + 0.60 cm (figura 4a). En 2003 el
crecimiento mayor se observd en los sitios 1y 3
con9.41+0.90cmy 9.74 £ 0.75 cm, mientras
que en el sitio 2 fue de 5.3 £ 0.75 cm (figura 4b).
El crecimiento menor del sitio 2, en ambos afios
seguramente estarelacionado con que estessitio
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tiene unsuelo escasoy muy rocoso.

De acuerdo al seguimiento del crecimiento
vegetativo en las 300 ramillas, se observd que
las divisiones verticiliares ocurren en el principio
de la época de crecimiento, lo cual indica que es
posible determinar la edad aproximada
contando el numero de verticilios desde la base
hasta las ramillas del dltimo afio, aunque en
ocasiones es dificil encontrar las huellas de los
verticilios inferiores (figura 4).

Figura 4. Crecimiento anual medido por verticilos de
un ejemplar de manzanita

La distribucién altitudinal de la manzanita en
esta region es entre los 2000 y 3000 msnm
(Marquez, 2005), por lo que se espera que en el
sitio 3 de menor altitud y menor precipitacion
tuviese el menor crecimiento. Sin embargo este
sitio mostro crecimientos similares al sitio 1, de
mayor altitud y superiores al sitio 2, sin embargo
esto se explicaporlo escasodel suelo delsitio 2.
En relacién a la precipitacién, efectivamente el
periodo de crecimiento coincide con la mayor
abundancia de lluvias, lo cual ocurrié entre Julio
y septiembre tanto en el 2002 como en 2003
(Figura 3), los crecimientos en los meses de
junio y de octubre fueron marginales
coincidiendo con la menor precipitacion de esos
meses.




CONCLUSIONES:

De acuerdo a lo esperado, el crecimiento
vegetativo de la manzanita ocurre ainicios de la
temporada lluviosa, es decir a principios de
junio, con un rdpido crecimiento durante los
meses de julio, agosto y septiembre y
declinando en octubre, posteriormente se
detecté un crecimiento marginal. Asi mismo, el
crecimiento maximo esta relacionado con la
profundidad del suelo, ya que en el sitio con
suelo rocoso (2) presentd un crecimiento menor
al sitio con mayor profundidad del suelo pero
menor precipitacion total.
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RESUMEN

La composicion fendlica del tejido foliar y del polen en Zea perennis se determind por HPLC/DAD.
Veintisiete compuestos se detectaron en las hojas, siendo los derivados de acidos fendlicos los mas
abundantes. En el polen se detectaron 11 compuestos, de los cuales sobresalen los glicésidos de
quercetina. La abundancia y diversidad de compuestos fendlicos presentes en Zea perennis sugiere
que esta especie es una fuente importante de fenoles, compuestos con espectro amplio de
actividades bioldgicas e importantes quimiomarcadores.

PALABRAS CLAVE: Zea perennis, perfiles fendlicos foliares, polen.

INTRODUCCION

El género Zea pertenece a la familia Poaceae, la cual comprende mas de 600 géneros (Rzedowski,
2001). Zea contiene cinco especies de México y Centroamérica: Zea diploperennis lltis, Doebley y
Guzman; Zea perennis (Hitchcock) Reeves & Mangelsdorf; Zea luxurians (Durieu y Ascherson) Bird;
Zea mays Linnaeus (Doebley, 2003), y la descrita recientemente Zea nicaranguensisé ? lltis & Benz
(Mera, 2009a). Zea mays, es la especie que corresponde al maiz (Unica especie cultivada del género);
las otras cuatro especies son conocidas colectivamente como “teocintle”.

El nombre de teocintle proviene del nahuatl centil que significa maiz y teo que significa de los dioses
(Doebley, 2003). Los parientes silvestres del maiz o teocintles estdn representados por especies
anualesy perennesdiploides, y por una especie perene tetraploide (Sanchezy Ruiz, 1996).

Zea perennis es la especie perenne tetraploide, con n=2x=20, que ademas posee otros atributos
caracteristicos como rizomas alargados y delgados, y 2 a 8 ramas erectas con espiga (Doebley, 2003).
Esta especie posee resistencia a plagas y enfermedades de importancia economia y agronémica, por
lo que podria ser una fuente de alelos valiosos para generar nuevas lineas genéticas de maiz. En lalista
de especies y subespecies de la flora y fauna silvestre terrestre y acuatica en peligro de extincion,
amenazadas, raras y sujetas a proteccion especial de la Norma Oficial Mexicana SEMARNAT 2001,
NOM-059-ECOL-1994 aparece Zea perennis como especie en peligro de extincidon (Mera, 2009b).

La caracterizacién morfoldgica, quimica, bioquimica, y molecular de parientes silvestres de especies
cultivadas, como Zea perennis lo es del maiz, es de relevancia porque se genera informacién que
puede ser Util para la domesticacion y aprovechamiento de los primeros y para realizar mejoramiento
genético de las segundas.

La caracterizacion quimica de especies vegetales estd basada en la determinacién de la composicidn
de compuestos secundarios. Estos representan una gama muy amplia, que por no habérseles
encontrado una participacién directa en los procesos fundamentales de fotosintesis, respiracion,
desarrolloy crecimiento, se les lamd metabolitos secundarios (Kutchan, 2001).

vidsupra

vision cientifica



Aunque en la actualidad su apreciacion ha
cambiadoy se lesreconoce participaciones muy
diversas e importantes en los procesos
fisiolégicos (Taiz y Zeiger, 2008) y en las
relaciones ecoldgicas de las plantas para
asegurar su sobrevivencia como especie
(Almaraz-Abarcay col., 1998; Hadacek, 2002), a
esos compuestos se les sigue llamando
secundarios.

Los compuestos fendlicos, fenoles o polifenoles
son un grupo muy diverso y ampliamente
distribuido en el reino vegetal. Dentro los
fenoles, los flavonoides son los elementos que
se encuentran mas ampliamente distribuidos
dentro de esereino, son los mas abundantes, los
mas diversos (Markham, 1982), y los preferidos
para estudios quimiotaxonémicos (Harbone y
Turner, 1984; Campos, 1997; Almaraz-Abarca y
col., 2006, Almaraz-Abarca y col., 2008).
Algunas de las caracteristicas de los perfiles
fendlicos, principalmente de flavonoides, por
los que son empleados en estudios
gquimiotaxondémicos, son las siguientes: su
amplia distribucién en todos los grupos de
plantas; su gran variabilidad quimica; la relativa
independencia de su sintesis vy
almacenamiento, con respecto a los factores
ambientales; su relativa facilidad de analisis
(Markham, 1982); y su determinacién genética,
que estd dada, en el caso de algunos
flavonoides, por un solo gen (Harborney Turner,
1984). Los compuestos fendlicos,
principalmente los flavonoides, tienen una
gama muy amplia de actividad bioldgica
(Campos, 1997; Almaraz-Abarca y col., 2004,
Almaraz-Abarcay col., 2007), por lo que un gran
numero de trabajos se han enfocado a la
busqueda de fuentes naturales de estos
compuestos (Veit y col., 1995; van Heerden y
col.,2003; Camposy col., 2007).

En este trabajo se realizd la caracterizacién
quimica, basada en perfiles fendlicos obtenidos
por HPLC/DAD, de tejido foliar y de polen de Zea
perennis para conocer la diversidad de esos
compuestos en esa especie de teocintle.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal
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Semillas de Zea perennis proveniente del
Municipio de San Gabriel del estado de Jalisco,
fue proporcionada por el Dr. Jesus Sanchez, del
banco de germoplasma del IMARFI (Instituto de
Manejo y Aprovechamiento de Recursos
Fitogenéticos). Las semillas se germinaron en el
invernadero del CIIDIR IPN Durango. Muestras
de tejido foliar se colectaron en octubre de
2010, a los cinco meses de edad de las plantas, y
de polen en el mes de noviembre del mismo
ano.

Preparacion de extractos

La preparacion del extracto fendlico foliar se
realizé a partir de cinco gramos de tejido seco y
molido, por maceracién en 15 mL de una
solucion acuosa de metanol al 60% (v/v), en
obscuridad, a temperatura ambiente, y en
agitacién durante 24 hrs, de acuerdo a lo
reportado por Almaraz-Abarca y col. (2008). El
extracto se concentré hasta la mitad de su
volumen y se fracciond con cloroformo. La
fracciéon acuosa se volvido a fraccionar con
acetato de etilo. Esa ultima fraccién organica se
concentrd a sequedad y se resuspendié en 3 mL
de metanol. De esa solucién se tomaron
alicuotas para analizarse por HPLC/DAD para
obtenerlos perfiles fendlicos.

El extracto fendlico de polen se obtuvo por
sonicacion de 200 mg de esas estructuras
reproductivas en 1 mL de una solucién acuosa
de etanol al 50% (v/v), durante 60 min, en
obscuridad y a temperatura ambiente, de
acuerdo a Campos (1997). De ese extracto se
tomaron alicuotas para el analisis de HPLC/DAD.
Perfiles fendlicos

Los perfiles fendlicos de ambos tipos de tejido
(foliar y polinico) se determinaron en un equipo
HPLC marca Perkin Elmer Series 200, con un
detector de arreglo de diodos de la misma
marca, empleando el método descrito por
Almaraz-Abarcay col. (2008), que es un método
en gradiente que emplea agua acidificada vy
acetonitrilo como eluyentes. Se utilizé una
columna Perkin Elemer Analytical C18 (4.6 x 250
mm, 5 um). Se inyectaron alicuotas de 100 ulL.
Los cromatogramas se registraron a 280 y 340
nm, y los espectros de absorcion en el intervalo
de 2002400 nm.




ORGANO DE DIFUSION CIENTIFICA Y TECNOLOGICA DEL CENTRO INTERDISCIPLINARIO DE INVESTIGACION PARA EL DESARROLLO INTEGRAL REGIONAL DURANGO CIIDIR-IPN

La identificacién de los tipos de compuestos
fendlicos resueltos en el HPLC se hizo por
comparacion directa de los tiempos de
retencion (TR) y los espectros UV de esos
compuestos con los correspondientes a

estandares, y por la informacién compilada de
tiempos de retencion (TR) y espectros UV de
diferentes compuestos fendlicos, hecha por
Mabry y col. (1970) y Campos y Markham
(2007).

Numero de Tipo de compuesto TR Amax (NM)

compuesto (min)
1 Acido Fendlico 17.912 260, 279
2 Acido Fendlico 23.764 249, 285
3 Compuesto no Identificado 26.858 292,324
4 Compuesto no Identificado 29.45 272, 285inf, 305inf, 335
5 Flavona 31.508 266, 288inf, 33
6 Flavona 31.889 270, 282inf, 346
7 Acido Fendlico 32.476 261, 279
8 Flavona 34.382 272, 289inf, 324
9 Flavona 35.116 271,335
10 Acido Fendlico 36.802 268, 289
11 Flavona 37.844 275inf, 288, 353
12 Flavona 35.38 255inf, 270, 346
13 Acido Fendlico 35.908 272, 286inf, 325
14 Flavonol glicésido 39.002 272inf, 888, 350
15 Compuesto no Identificado 39.633 272, 287inf, 350
16 Derivado glicésido de Canferol 41.305 272,346
17 Derivado glicésido de Canferol 42.200 274,343
18 Acido Fendlico 42.904 277
19 Derivado glicésido de Canferol 44.913 270, 340
20 Acido Fendlico 48.682 315
21 Acido Fendlico 49.694 297inf, 324
22 Compuesto no Identificado 50.692 270, 286inf, 352
23 Derivado glicésido de Canferol 51.176 270, 343
24 Derivado glicésido de Canferol 52.701 272,327
25 Acido Fendlico 53.332 300inf, 315
26 Acido Fendlico 53.816 295inf, 320
27 Acido Fendlico 62.014 278

inf = inflexion

Tabla 1. Datos cromatograficos y espectrales de los compuestos fendlicos detectados en el tejido foliar de Zea

perennis.
Numero de Tipo de compuesto TR Amax. (nm)
compuesto (min)
1 Flavona 25.45 253, 270inf, 323
2 Flavonol glicésido 29.44 253inf, 264, 346
3 Flavonol glicésido 31.361 252inf, 265, 344
4 Flavona 31.845 247, 266inf, 326
5 Flavonol glicésido 32.241 350, 266inf, 331
6 Derivado glicésido de 33.253 254, 266inf, 354
Quercetina
7 Derivado glicésido de 35.6 253, 266inf, 351
Quercetina
8 Derivado glicésido de 36.656 255, 264inf, 360
Quercetina
9 Derivado glicésido de 38.342 254, 267inf, 355
Quercetina
10 Flavonol glicésido 38.958 255inf, 265, 351
11 Derivado glicésido de 46.35 255, 370

Isoramnetina

Tabla 2. Datos cromatograficos y espectrales de los compuestos fendlicos detectados en el polen de Zea

perennis.
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De los 27 compuestos detectados en el tejido
foliar de Zea perennis, seis fueron identificados
como derivados glicdsidos de canferol
(flavonoides de la clase de los flavonoles), seis
fueron flavonas (también un tipo de
flavonoides), 11 derivados de acidos fendlicos, y
cuatro compuestos no identificados. Las Figuras
1 y 2 muestran los cromatogramas y los
espectros UV de los principales compuestos (de
acuerdo a su mayor concentracién) detectados
en el tejido foliar de Zea pennenis; éstos fueron
dos acidos fendlicos (compuestos 7 y 25) y un
flavonol glicésido (compuestol4). Esa riqueza
de compuestos es similar a la reportada para el
tejido foliar de Agave durangensis, otra especie
de monocotiledonea, para la que se detectaron
23 compuestos fendlicos (Almaraz-Abarca vy
col., 2009); sin embargo, el tipo de compuestos
en una y otra especie fue muy diferente,
predominando en la Ultima los derivados
glicésidos de canferol. Los perfiles fendlicos
foliares han sido empleados como marcadores
guimiotaxondémicos en varios grupos de plantas
(Slimestad, 2003; Sosa y col., 2005; Almaraz-
Abarcay col., 2006); esto y la riqueza de fenoles
encontrada en Zea perennis sugiere que el
analisis de la variabilidad de los perfiles
fendlicos de las otras especies de Zea podria
contribuir a resolver la problematica
taxondémica de delimitacién especifica dentro
de ese género (Doebley, 1990). Hasta donde fue
posible investigar para la realizacion del
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presente trabajo, no existen reportes sobre la
composicion fenélica foliar del género Zea, por
lo que este seria el primerreporte al respecto.
En el polen de Zea pernnis se detectaron 11
compuestos, de los cuales dos fueron flavonas y
nueve flavonoles. De estos ultimos cuatro
fueron derivados glicésidos de quercetinay uno
derivado glicésido de isorhamnetina. La usencia
de acidos fendlicos en el polen de esta especie
de Zea es semejante a la ausencia de esos
compuestos en el polen de Zea mays (Almaraz-
Abarcay col., 2004). Los compuestos con mayor
concentracion en el polen de Zea perennis
fueron dos flavonoles glicésidos (compuestos 2
y 3), un flavonol no identificado (compuesto 5),
y un derivado glicésido de quercetina
(compuesto 7). La diversidad fendlica de Zea
perennis reportada en el presente trabajo es
mayor que la encontrada para Zea mays por
Almaraz-Abarca y col (2004), utilizando el
mismo método analitico. Una diferencia
importante es un mayor numero de glicdsidos
de quercetina (5, incluido el derivado de
isoramnetina, que tiene la estructura bdsica de
la quercetina) en el polen de Zea perennis, que
en la Unica especie cultivada de Zea, para la cual
es0s mismos autores sélo reportaron tres.
Estudios fitoquimicos que incluyan un nidmero
mayor de especies y poblaciones de Zea
permitirian establecer el valor de los perfiles
fendélicos como marcadores quimiotaxondmicos
especificos para ese género.

Figura 1. Cromatograma obtenido por HPLC/DAD del tejido foliar de Zea perennis, donde se puede observar

los compuestos mas abundantes.
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Figura 2. Espectros UV de los compuestos mas abundantes en tejido foliar de Zea perennis

Figura 3. Cromatograma obtenido por HPLC/DAD de polen de Zea perennis, donde se puede observar los
compuestos mas abundantes.

Figura 4. Espectros UV de los compuestos mas abundantes en el polen de Zea perennis
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RESUMEN

En este trabajo se compararon las tasas de germinacién y de crecimiento de plantulas en condiciones
Optimas y de estrés térmico (252C y 152C, respectivamente), de diferentes poblaciones de tres
especies de Agave (Agave durangensis, Agave salmiana y Agave shidigera), como indicadores
fisiologicos del vigor de las semillas. A 25°C, A. durangensis presentd los valores promedio de
germinacion mas elevado (>95%) y A. shidigera presentd el mas bajo (<7%). En las condiciones
estresantes, A. salmiana mostré la tasa de crecimiento mas alta (radicula: 1.835 cm; brote: 0.203 cm)
y A. shidigera la mas baja (radicula 0.0108 cm; brote 0.0026 cm). Diferentes poblaciones de Agave
durangensis y Agave salmiana pueden presentar diferente capacidad de germinacidn y crecimiento,
lo que indica que existe una diversidad alélica especifica asociada a esas caracteristicas que debe ser
explorada para hacer unaseleccién de lotes de semillas vigorosas de esas especies.

PALABRAS CLAVE: Agave, germinacion, velocidad de crecimiento, vigor de la semilla.

ABSTRACT

This paper compared the rates of germination and seedling growth under optimal and stressful
thermal conditions (25°C and 15°C, respectively), of different populations of three species of Agave
(Agave durangensis, Agave salmiana and Agave shidigera), as physiological indicators of seed vigor.
At 25°C, A. durangensis showed the higher germination rate values (>95 %), while A. shidigera showed
the lowest (<7%). Under stress conditions, A. salmiana showed the highest growth rates (radicle:
1.835 cm; aerial part: 0.203 cm) and A. shidigera showed the lowest (radicle: 0.0108 cm; aerial part:
0.0026 cm). Different populations of Agave durangensis and Agave salmiana can have different
germination and growth capabilities, indicating that exist an allelic diversity associated to those
features, that should be explored to realize a selection of vigorous seed lots of those species.

KEYWORDS: Agave, germination, growth rates, seed vigor.
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INTRODUCCION:

De acuerdo a Garcia-Mendoza y Galvan (1995)
la familia Agavaceae agrupa a ocho géneros y
aproximadamente 217 especies. El genero
Agave es el mds grande, con alrededor de 166
especies (Good-Avila et al., 2006) y es
econdmicamente el mas importante (Granados,
1993). Este género comprende dos subgéneros,
Littaea y Agave (Gentry, 1982). El subgénero
Agave incluye aproximadamente 102 especies
(Gentry, 1982) y el subgénero Littaea alrededor
de 60 (Garcia-Mendoza y Galvan, 1995). Ciento
veinticinco de las especies del genero Agave se
encuentran distribuidas en todo el territorio
mexicano, por lo que México es considerado el
centro de origen y diversificacion de ese género
(Gentry, 1982).

Garcia-Mendoza y Galvan (1995) clasificaron a
los estados de la Republica Mexicana con base
en la diversidad natural de especies de Agave y
reportaron que el mayor numero de especies de
este género se concentra en el estado de
Oaxaca, seguido por los estados de Puebla,
Sonora, y en el cuarto lugar, con 24 especies, el
estado de Durango. Un estudio mas reciente
reporta 29 especies de Agave para Durango
(Gonzalez-Elizondo et al., 2009).

Los elementos del género Agave pueden
reproducirse de manera sexual y asexual (Duran
et al., 1998). Sin embargo, dependiendo de la
especie, predomina una de esas dos formas. De
acuerdo a Duran et al., (1998) las formas de
reproduccién sexual del género Agave se
pueden clasificar en: 1) policarpicas (especies
que tiene la capacidad de producir flores en
repetidas ocasiones) y 2) semélparo o
monocarpico (especies que florecen una Unica
ocasion y después mueren). Las especies con
este ultimo tipo de reproduccion generan altos
voliumenes de semilla; sin embargo, un alto
porcentaje de éstas no logra sobrevivir, entre
otras razones, porque esas estructuras
representan el alimento de numerosas especies
deinsectos (lllsey-Granich etal., 2005).

En el estado de Durango se emplea
principalmente Agave durangensis, una especie
monocarpica, como materia prima de la
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industria mezcalera (Gentry, 1982; Valenzuela-
Ruiz et al., 2003; Chazaro et al., 2007; Gonzalez-
Elizondo et al., 2009). Sin embargo, actualmente
no existen plantaciones suficientes para
satisfacer las demandas de esa industria, por lo
que las plantas son recolectadas de sus
poblaciones naturales. Por esa razén se hace
necesario impulsar la produccion de plantulas
de esa especie de Agave para el establecimiento
de plantaciones con fines de conservacion o
comerciales, para ello, un aspecto importante a
ser determinado es la evaluacion del vigor de
lotes diferentes de semilla, para poder
seleccionar los que puedan generar
plantaciones con mayor probabilidad de
establecimiento.

Heydecker (1972) define el vigor de semilla
como “un conjunto de propiedades que
determinan su comportamiento durante los
procesos de germinacidon y emergencia de la
plantula”, y que pude ser cuantificado mediante
la evaluacidon de cuatro aspectos: 1)
sobrevivencia intacta cuando se encuentra en
condicion de quiescencia, 2) sobrevivencia
cuando es sembrada en campo, 3) capacidad
para generar plantulas con capacidad de
establecimiento vy, 4) capacidad de crecimiento
de las plantulas originadas a partir del embrién
delasemilla.

De acuerdo a Abascal (1984), el concepto
definido por Heydecker (1972) lleva implicitos
una serie de aspectos especializados vy
particulares tales como la actividad respiratoria,
diversas reacciones enzimaticas, la capacidad
de emergencia, diversos aspectos genéticos, asi
como una serie de transformaciones
degenerativas.

Cuando alguno o varios de los factores descritos
por Abascal (1984) presentan condiciones que
retrasan al proceso de emergencia y desarrollo
de la plantula, se les considera como
condiciones o procesos estresantes. La
capacidad de las plantulas para vencer esas
condiciones estresantes también esta
relacionada con el vigor, por ejemplo, los
embriones pueden ajustar sus parametros de
desarrollo radicular longitudinal y radial para




responder a estimulos desfavorables de tipo
hidrico, (Sharp etal., 1988).

La identificacion de marcadores (caracteres)
gue permitan seleccionar materiales
potencialmente tolerantes a diferentes
condiciones de estrés, es un aspectoimportante
para los procesos de mejoramiento de recursos
vegetales. La importancia de estos marcadores
adquiere mayor relevancia cuando su
identificacidn es factible de realizarse en etapas
tempranas del desarrollo (Ludlow y Muchow,
1990; Gutiérrez-Rodriguez et al, 1998).

La germinacion en condiciones de obscuridad
reducen la influencia de la luz en los
mecanismos fotoblasticos de germinacion
presentes en algunas especies vegetales
(Salisbury y Ross, 1992) y permite evaluar la
capacidad de emergencia de las plantulas
debida solamente a los propios procesos
enzimaticos derivados de sus reservas y no
debido a procesos fotosintéticos y la
germinacion en condiciones de estrés térmico
permite evaluar directamente su efecto sobre
aquellos procesos enzimaticos que repercuten
en la capacidad y velocidad de germinacion, y
asi en la velocidad de crecimiento de las
plantulas (Garcia et al.,1982; Shafii y Price,
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2001).

El objetivo de este estudio fue determinar las
dimensiones y pesos, y caracterizar la tasa de
germinacién y de crecimiento de plantulas de
tres poblaciones diferentes de Agave
durangensis, una de Agave salmiana, y una de
Agave shidigera bajo condiciones dptimas y de
estrés térmico como medidas del vigor de las
semillas, para 1) evaluar la variabilidad de esos
parametros entre poblaciones diferentes de
una misma especie de Agavey, 2) determinarlas
diferencias de los mismos pardmetros entre
distintas especies de ese género.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Las semillas de Agave durangensis y de Agave
salmiana fueron proporcionadas por la
Coleccién de Germoplasma de Agave del
Programa de Agronomia del CIIDIR Durango, y
las de Agave shidigera fueron donadas por el
Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y
Agropecuarias (CUCBA) de la Universidad de
Guadalajara (U de G). En el Cuadro 1 se presenta
la informacién de la procedencia y el afio de
colecta de las semillas de cada una de las
especies.

Cuadro Germoplasma empleado, especie y ubicacion de colecta

Clave Especie Localidad Afio de colecta Coleccién
d A. durangensis Ejido LaParrilla, 2008 CIIDIR IPN
Municipio de Nombre de Durango
Dios
d, A. durangensis Ejido Pino Suérez, 2008 CIIDIR IPN
Municipio de Durango Durango
ds A. durangensis Ejido Veracruz, 2008 CIIDIR IPN
Municipio de Poanas Durango
S A. salmiana Chachacuaxtle, 2008 CIIDIRIPN
Municipio del Mezquital Durango
S A. salmiana Ejido LaParrilla, 2008 CIIDIRIPN
Municipio de Nombre de Durango
Dios
shy A. shidigera CUCBA, U deG CUCBA, U deG
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Caracteristicas fisicas

Se determino el peso de las semillas de cada
poblacién y de cada especie de acuerdo a la
metodologia propuesta por la Asociacién
Internacional de Examinadores de Semillas
(ISTA, por sus siglas eninglés, 2003).

Las dimensiones se determinaron con baseenla
medicién de 100 semillas de cada poblacién
(lote) y de cada especie, tomando al eje que va
desde el punto de emergencia de la radicula en
el pericarpio hasta el punto opuesto del mismo
en el mismo eje como el largo y al eje opuesto
comoelancho.

Germinacion

Para la evaluacion de germinacion, las semillas
se desinfectaron por inmersién en una solucion
de hipoclorito de sodio al 2.25% (V/V)
(Gonzalez, 2003) durante cinco minutos y un
lavado con agua corriente.

Las camas de germinacion (20 cm x 18 cm) se
prepararon con un sustrato compuesto por
turba (Peat Moss Sphagnum Premier) vy
vermiculita (Peat Moss vermiculita) en relacién
1:1. Las camas de germinacidon se
humedecieron con agua corriente hasta su
saturacién. La humedad relativa fue registrada
conun medidor higroscépico (ExoTerra Hagen)y
por medio de un gel indicador con base de
cloruro de cobalto.

La evaluacién de la germinacion se realizé a 25
oC (temperatura dptima)y a 15 2C (temperatura
de estrés), en ambos casos a una humedad
relativa cercana 100% y en obscuridad, por
conteo directo de las semillas germinadas cada
24 hrs, durante 10 dias para la primer
temperaturay durante 15 dias para la segunda.

Velocidad de crecimiento radicular y del
sistema hipocétilo/epicétilo

Los registros del crecimiento radicular y de
coleoptilo de las plantulas de cada lote se
realizaron por medio de un vernier (Truper’
CALDI-6MP). El desarrollo promedio de la parte
radicular y del sistema hipocdtilo/epicétilo se
estimé mediante la Ecuacién 1 (Talai y Sen-
Mandi, 2009)
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Ecuacién 1)
— LRy sy = LRy,

D
! LRz,

Donde:

D,; desarrollo promedio

LR,...; longitud a 144 horas después de la imbibicion
(m)

La reduccion porcentual promedio de Ia
radicula y del sistema hipocétilo/epicétilo en
condiciones de estrés térmico se calculd
mediante la Ecuacién 2 (Talai y Sen-Mandi,
2010):

Ecuacion 2)

*

LPZth - LP360h

%R

P
LP240h
Donde:

%R,; desarrollo promedio

LP,,,.; longitud a 210 horas después de la imbibicién
en condiciones éptimas

LP*,,; longitud a 360 horas después de la
imbibicién en condiciones de estrés

Anidlisis de datos

Eltamafio de muestra se determind mediante la
Ecuacion 3 (Lhor, 2003). Se analizaron lotes de
50 semillas para A. durangensisy A. salmiana, y
de 20 para A. shidigera. Cada andlisis se realizo
por triplicado. Los datos se analizaron por
medio de un ANOVA. La discriminacion de
medias se realizé por medio de la prueba de
Fisher (LSD).

Ecuacién 3)

__ Fpan]

n E? 2pq
Donde:
n Tamafo de la muestra
z Nivel de confianza; z,,=1.65
p Variabilidad positiva (prob. de éxito esperado);
p=0.5
g Variabilidad negativa (prob. de error esperado);
g=0.5
N Tamafio de la poblacién; 500 semillas
E Error permitido; e=0.10
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propuesta por Czabator (1962) y Djavanshir y
Purbeik (1976).

Con los valores de germinacidon acumulada para
ambas condiciones térmicas se realizé una
estimaciéon del vigor mediante la Ecuacién 4,

Ecuacion 4)

o {Valor __maximo _ger MiNacion _acumulativa }{ Numero _total _de _ plantulas _normales}

Dia _de _cuenta Dias _totales _de _la _ prueba

RESULTADOS Y DISCUSION

Peso y dimensiones promedio

En el Cuadro 2 se presentan los registros de los pesos y las dimensiones de las semillas de cada lote.
Diferencias significativas (p<0.05) fueron encontradas tanto en peso como en dimensiones entre las
tres especies de Agave analizadas. Las semillas de Agave salmiana fueron las mas pesadas (2.628E"
g/semilla) y de dimensiones mas grandes (7.72x5.38 mm), mientras que las semillas de A. shidigera
mostraron el peso mas bajo (1.083E” g/semilla) y las menores dimensiones (1.93x1.66 mm). Ramirez
(2010) compard los pesos de las semillas de varias especies de Agave y reportd también que los
valores mds altos se encontraban en el grupo compuesto por semillas de la especies A. salmiana.

Las diferentes poblaciones de A. salmiana no mostraron diferencias significativas (p>0.05) en el peso;
de la misma manera, las localidades de A. durangensis no exhibieron diferencias significativos
(p>0.05) (Cuadro 2).

Localidad Peso Ancho Longitud

promedio promedio (mm) promedio (mm)
(g/semilla)
g/semilla)

d, 0.00134"® 5.56° 3.99°

d, 0.00196"® 5.92° 4.62°

ds 0.00228"® 5.29" 3.51A%

S 0.00097"® 7.72° 5.38°

S 0.00184"® 7.73° 5.34¢

shy 0.00001 © 1.93F 1.66°

Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas (p<0.05), segun la prueba de LSD

Con respecto a las dimensiones, el analisis
estadistico indicé diferencias significativas
(p<0.05) entre las tres especies de Agave para el
parametro del ancho promedio. Las
poblaciones de A. durangensis mostraron
diferencias significativas (p<0.05), mientras que
las poblaciones de A. salmiana mostraron un
comportamiento contrario. En cuanto a el largo
promedio, no se registraron diferencias
significativas (p<0.05) de forma intraespecifica,
peroside formainterespecifica (Cuadro 2).

Las semillas de la localidad de La Parrilla de A.
salmiana (s,) mostré las mayores dimensiones
(7.73x 5.34 mm), y las semillas de A. shidigera

vidsup
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las menores (1.93x1.66 mm).

Germinacion

En el Cuadro 3 se observan los registros de la
germinacion porcentual promedio para las dos
condiciones de temperatura. El andlisis
estadistico reveld que no hay diferencias
significativas (p>0.05) entre ambas condiciones
de germinacidén evaluadas.
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Cuadro 3. Germinacién porcentual promedio

% promedio de germinacion

Plobacion 25°C 15°C
d, 09.3333% 83.3333%
d, 08.6667 * 92 A
ds 08.6667 * 100 A
s 100 A 100 A
S 99.6667 * 9 A
sh; 11.6667 © 15 ¢

Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas (p<0.05), segun la prueba de LSD

Agave shidigera mostré un mayor porcentaje de 1994).

germinacion a la temperatura de 15°C, Mediante el analisis de los valores de
probablemente ocasionado por el dafio en sus germinacién acumulada para ambas
estructuras celulares, el cual puede mover las condiciones térmicas mostradas en la Figura 1,
condiciones Odptimas de germinacion hacia se realizé una estimacion del vigor mediante la
niveles que normalmente resultarian Ecuacion4.

estresantes para semillas sin dafio celular (Ruiz,

Germinacion acumulada [25 °C — 0 Ix — 100HR]

c
0
=
5]
.EC_ 1
g 0.8
-8 0.6
o 0.4
S 0.2
S 0 ‘ . ‘ ‘ : : I 1
8 T T T T T T T 1
o 2 3 4 5 6 7 8 9 10
o Tiempo transcurrido (dias)
A. durangensis (Parrilla) A: durangensis (Pino suarez) A. durargensis (Veracruz)
A. salmiapa-(Chachacuaxtle) A. salmiana (Parrilla) A. shidigera (CUCBA)
S Germinacion acumuladda [15 °C — 0 Ix — 100HR]
S
=
£ 1
g o8
3 o6
(0]
=) 0.4
S 02
e
o 0 ‘
o 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Tiempo transcurrido (dias)
A. durargensis (Parrilla) A. durangefists (Pino Suarez) A. durangessis (Veracruz)
A. salmeena (Parrilla) A. salmianaa{Chachacuaxtle) A. shidigera (CUCBA)

Figura 1. Curvas de germinacion acumulada para (a) 25 °Cy ( b) 15 °C
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En la Figura 1(a) se observa que a 25 °C, las
semillas de A. salmiana alcanzaron el valor de
maxima germinacién entre el cuarto y el quinto
dia; mientras las de A. durangensis ese maximo
fue alcanzado al quinto dia. Agave shidigera
presentd el valor mdximo en el décimo dia. Enla
Figura 1 (b), los valores maximos de
germinacién acumulada, a 15°C, se agrupan
alrededor del décimo cuarto dia para las
semillas de A. durangensis, mientras que para
las de A. salmiana, esos valores mdaximos
ocurren en el onceavo dia.

Agave shidigera presentd los registros mas
bajos de germinacion (>10%), concordando con
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lainformacién proporcionada por Nobel (1996),
en la que ese autor hace referencia a que las
especies de Agaves de dimensiones
morfolégicas mas pequefias generan altos
volimenes de semillas; esa alta produccion
quiza sea un mecanismo que compensa bajos
porcentajes de germinacion.

Con los resultados de los porcentajes de
germinacion se realizé una nueva evaluacion del
vigor de las semillas de acuerdo a la
metodologia de Czabator (1962) y Djavanshir y
Purbeik (1976). Los resultados de dicha
evaluacion se muestran en el Cuadro 4.

Poblacion Evaluacion del vigor a Evaluacion del vigor a

25°C 15°C

d; 1 0.3833

d, 1 0.4083

ds 0.8166 0.4545

S 0.8 0.4545

S 1.25 0.5

shy 0.0428 0.0153

En el Cuadro 4 se puede observar que para las dos temperaturas de germinacién evaluadas, las
semillas de A. salmiana presentaron, en promedio, las mejores caracteristicas de vigor (considerando
el porcentaje de germinacién) en comparacion alas otras dos especies de Agave.

Crecimiento de las plantulas

El crecimiento promedio a 25°C de las plantulas de las tres especies de Agave analizadas se
representan en la Figura 2; en esa Figura se aprecia que para el caso de A. salmiana, el proceso de
germinacion inicia aproximadamente en el segundo dia de imbibicién, mientras que para A.
durangensis y A. shidigera dicho proceso inicia aproximadamente a los cuatro y seis dias,

respectivamente.

Tasa de crecimiento [25 °C -0 Ix — 100HR]

CreciMeinto (cM)

A. duramgensis (Parrilla)

(a) A. salmiam@{Chachacuaxtle)

vidsup
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A. durangesis (Pino Suarez)
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A. durangensis (Veracruz)

A. salmiana (Parrilla)
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Tasa de crecimiento [25 °C— 0 Ix — 100HR]

ol & B B
4

6
Tiempo transcurrido (dias)

A. shiclilera (CUCBA)

(b)
Figura 2. Crecimientoa 25°C, (a) A. durangensisy A. salmiana; (b) A. shidigera

Diferencias significativas (p<0.05) se encontraron en el crecimiento de forma interespecificas e
intraespecifica. Las diferencias significativas existentes, se localizan entre localidades pertenecientes
alaespecie A. salmiana, tal y como se muestra en el Cuadro 5. La localidad de El Chachacuaxtle (s,) de

la especie A. salmiana presentod el crecimiento promedio mas elevado; mientras que A. shidigera (sh)
presenté el mas bajo de entre las tres especies analizadas.

Cuadro 5. Crecimiento promedio de las semillas de Agave durangensis, Agave salmiana, y Agave
shidigeraa25°C,al dia 10 de crecimiento

Agave durangensis Agave salmiana Agave shidigera
Poblacion Tasade Poblacion Tasade Poblacion Tasade
crecimiento crecimiento crecimiento
promedio (cm) promedio (cm) promedio (cm)
d, 0.1466 °© S, 0.2912 " shy 0.0010°
dy 0.1955° S 0.2595 *
ds 0.1858 ®

El andlisis del crecimiento promedio de las especies de Agave analizadas al5 °C se presentan en la
Figura 3; en ella se aprecia que para A. salmiana el proceso de germinacién inicia aproximadamente
en el décimo dia de imbibicién, mientras que para A. durangensis dicho proceso inicia entre el décimo
y el doceavo dia; lalocalidad de A. shidhigera empiezaagerminar al doceavo dia.
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2 - Tasa de crecimeinto [15 °C — 0 Ix — 100HR] /
85 |
o
c
o 1 +
=
[&]
85
)
0 = ‘
9 10 11 12 13 14 15
Tiempo transcurrido (dias)
A. durargensis (Parrilla) A.durangensis (Pino Suarez)
A: durargemsis (Veracruz) A. salmiana-tChachacuaxtle)
A. salmiana (Parrilla)
(a)
0.03 - Tasa de crecimeinto [15 °C — 0 Ix — 100HR]
£
g.o2
c
o)
=3
§01 -
O
0 + + t T T 1
9 10 11 12 13 14 15

Tiempo transcurrido (dias)

A. shidigera (CUCBA)
(b)
Figura 3. Crecimiento a 15°C, (a) A. durangensis y A. salmiana; (b) A. shidigera
En el Cuadro 6 se muestran los resultados del analisis estadistico del crecimiento a 15°C, en el que se

observa que existen diferencias significativas (p<0.05) interespecificas e intraespecificas. Las
diferenciasintraespecificas se localizan dentro de las localidades de la A. salmiana.

Agave durangensis Agave salmiana Agave shidigera
Poblacion ~ Crecimiento  Poblacion ~ Crecimiento Poblacion Crecimiento
promedio ém) promedio gm) promedio gm)
dy 0.0083 S 0.0074 sh 0.0001
dy 0.0074° S 0.0332 %
ds 0.0072 °

Letras distintas indican diferencias estadisticas significativas (p<0.05), seglin la prueba de LSD 25 °Cy a 15°C
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En el Cuadro 7 se aprecian los valores obtenidos dentro de la evaluacién del vigor de las semillas; las
localidades de el Chachacuaxtle (s,), pertenecientes a A. salmianay; Pino Suarez (d,) y Veracruz (d,),
pertenecientes a A. durangensis, presentaron una mejor evaluacién del vigor.

Especie Poblacién Reduccion porcentual del
crecimiento (%)
A. durangensis Laparrilla 0.6229
A. durangensis Ejido Pino Suarez 0.8502
A. durangensis Ejido Veracruz 0.8291
A. salmiana El Chachacuaxtle 0.9608
A. salmiana LaParrilla 0.6979
A. shidigera CUCBA 0.6590

Cuadro 7. Evaluacion del vigor de la semilla basado en la reduccién del crecimiento ocasionada por la

condicion térmica estresante.

CONCLUSIONES:

Las semillas de A. durangensis y A. salmiana
presentaron porcentajes promedio de
germinacion mayores al 95% a 25 °C. la
disminucién de la temperatura a 15°C tiene
efectos sobre los porcentajes de germinacién
de las localidades de A. durangensis, cuyas
semillas disminuyeron su porcentaje promedio
de germinacion en un 8% para la poblacion del
ejido La Parrillay de un 2% para la poblacién del
ejido Pino Sudrez. Este efecto es inapreciable
dentro de las localidades pertenecientes a A.
salmiana, ya que el total de los individuos
germinaron (100% de germinacion).

La evaluacion del vigor realizada a las diferentes
localidades y especies de semilla, basada en los
datos fisioldgicos provenientes de las curvas de
germinacién acumulada, sugieren que A.
salmiana presentan las mejores caracteristicas
devigor.

La evaluacién del vigor de la semilla realizada
basada en la evaluacién de la reduccién del
crecimiento radicular y del sistema
hipocdtilo/epicétilo, sugieren, como lo hacen
los resultados de las curvas de germinacion
acumulada, que las semillas de las localidades
pertenecientes a la especie A. salmiana son las
mas vigorosas en comparacioén con las semillas
de las localidades de las especies de A.
durangensisy de A. shidigera.

vidsup

ra

vision cientifica =

Las diferencias poblaciones en la germinacion y
crecimiento de las plantulas de Agave
durangensis y Agave salmiana indican que
existe una diversidad alélica especifica asociada
a esas caracteristicas que debe se exploradas
para hacer una seleccion de lotes de semillas
vigorosas de esas especies.
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RESUMEN

Se modificaron y compararon dos métodos de CTAB para aislar ADN total a partir de tejido foliar de
frijol variedad Pinto Saltillo. Diferencias en el proceso de trituracién de los tejidos, concentraciéon de
los componentes de los reguladores de aislamiento y nimero de pasos de lavado del material
genético producen diferencias significativas en la cantidad y la pureza del ADN obtenido. Del
material gendmico aislado por el método que permitié obtener la mayor cantidad (3996.249 ng/ul) y
lamejor pureza (A,.,/A,,, = 1.68) de ADN, también fue posible amplificar secuenciasISTR.

ABSTRACT

Two CTAB methods to isolate DNA from foliar tissues of bean Pinto Saltillo were modified and
compared. Differences in the tissue grinding, the isolation buffers composition, and in the number of
wash steps of genetic material resulted in significant differences in the yield and purity of DNA
isolated. From the DNA obtained by the method, which allowed obtaining the highest amount
(3996.249 ng/uL) and purity (A,.,/A,.,= 1.68) of DNA, ISTR sequences were amplified by PCR.

INTRODUCCION

Para la realizacidn de estudios que involucran el uso de marcadores moleculares es necesario contar
con protocolos de aislamiento de ADN que permitan obtener ese material en forma pura y en
cantidad suficiente. De manera comercial existen kits que garantizan el aislamiento de ADN a partir de
una gama muy amplia de especies; sin embargo, en muchos laboratorios de investigacion se prefiere
estandarizar los propios métodos segun las especies particulares a estudiar, porque la cantidad y la
calidad del ADN obtenido con los kits comerciales no siempre son las adecuadas, ademas de que su
costo generalmente es elevado.

En la actualidad existen diferentes métodos para aislar ADN total de especies vegetales. Algunos de
ellos consumen periodos largos de tiempo y son complicados, hacen uso de dos solventes organicos,
como el fenol y el cloroformo, y de un proceso de didlisis para la purificacion del ADN, como el
desarrollado por Herrmann (1982); o el desarrollado por Palmer (1987), que es un poco mas corto que
el primero porque no incluye un paso de didlisis. Protocolos como el reportado por Rogers y Bendich
(1988) son muy largos, porque requieren ultracentrifugacién en gradientes de cloruro de cesio
durante 12 0 16 horas y pasos igualmente largos de dialisis para después eliminar de las muestras de
ADN el cloruro de cesio.

La inclusion del detergente catidnico bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB por sus siglas en
inglés) a los reguladores de extracciéon de ADN en vez del detergente dodecilsulfato de sodio (SDS
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por sus siglas en inglés) por Shagai-Maroof et al.
(1984) simplificd y redujo el tiempo empleado
para aislar ADN de especies vegetales. El CTAB
precipita los acidos nucleicos como sales
insolubles de CTAB en presencia de
concentraciones bajas de cloruro de sodio,
reduciendo la precipitacidon de polisacaridos y
proteinas contaminantes, incluidas nucleasas,
por lo que disminuye el riesgo de degradacién
del material genético (Shagai-Maroof et al.,
1984).

Algunas especies son recalcitrantes para aislar
ADN en forma pura, porque pueden contener
altas cantidades de polisacaridos o de
compuestos fendlicos, que son dificiles de
separar del material genético (Tibbits et al.,
2006; Cota-Sanchez et al., 2006) y que inhiben
enzimas, como la ADN polimerasa que es
requerida en las reacciones de PCR (reaccion en
cadena de polimerasa) (Kim et al., 1997). Para
eliminar fenoles, se adicionan a los reguladores
de aislamiento, compuestos como la
polivinilpirrolidona (PVP), que absorbe esos
compuestos, y también se adicionan sustancia
caotroéficas (desnaturalizantes) como el 2-
mercaptoetanol, que inhibe la acciéon de
enzimas fenoloxidasas (Scopes, 1994).
Phaseolus vulgaris es una especie que ha sido
extensivamente manipulada para la generacion
de variedades. En México, uno de los centros de
origen del género Phaseolus, existen mas de 150
especies, de las cuales 50 se encuentran en
Meéxico (Reyes et al., 2008); la mayoria de ellas
ha sido caracterizada principalmente de manera
morfoldgica y agrondmica (Vidal-Barahona et
al., 2006; Vargas-Vazquez et al.,, 2008). La
caracterizacion molecular de variedades
regionales y econdmicamente importantes de
frijol se ha realizado para colecciones de
Portugal (Coelho et al., 2009), de la Peninsula
Ibérica (Rodifio et al., 2006), y de Honduras
(Guachambala-Cando y Rosas-Sotomayor,
2010). A pesar de la importancia del cultivo de
esta especie en México, de la importancia que
nuestro pais tiene como centro de origen, lo
valioso de los marcadores moleculares como
pardmetros de autenticidad de variedades, de
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monitoreo de pureza de variedades, y en el
mejoramiento genético asistido, en México se
han llevado a cabo pocos trabajos al respecto,
entre ellos se encuentran los de Vidal-Barahona
et al. (2006) y Vargas-Vazquez et al. (2008). Sin
embargo, para que esos estudios puedan
llevarse a cabo es necesario contar con métodos
de aislamiento que permitan obtener ADN en
calidad y cantidad adecuadas para poder ser
amplificado por PCR o digerido por enzimas de
restriccién, y que sean accesibles en términos
econdmicos y técnicos. En el presente trabajo se
comparan los procedimientos de Keb-Llanes et
al. (2002) y el Coelho et al. (2009), ambos con
modificaciones, para aislar ADN de frijol. El ADN
obtenido se amplific6 con los marcadores
moleculares ISTR (Inverse Sequence Tagged
Repeat) para probar la eficiencia de cada
método de aislamiento para estudios futuros de
variabilidad genética basada en esos
marcadores.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

La variedad de frijol analizada, Pinto Saltillo, fue
proporcionada por el Instituto Nacional de
Investigacion Forestal, Agricola y Pecuaria
(INIFAP) de Durango. Diez semillas fueron
germinadas y el material foliar fue colectado de
cada una entre los 7 y 10 dias después de la
germinacion.

Extraccion de ADN

Modificacion del protocolo de Coelho et al.
(2009)

El ADN total de 10 plantulas se extractd de
manera individual a partir de tejido foliar (100
mg) pulverizado con nitrégeno liquido. Los
tejidos pulverizados se combinaron con 800 pL
de regulador de extraccién, conteniendo CTAB
al 2%, NaCl 1.4 M, Tris-HCL 10 mM, pH 8.0,
EDTA 20 mM, 2-mercaptoethanol al 2%y
polyvinylpyrrolidone (PVP peso molecular 40
000) al 3%. Una diferencia con el protocolo
original de Coelho et al. (2009) es que esos
autores adicionan 36 mg de PVP a los tejidos
después de la adicion de nitrégeno liquido y
no como parte del regulador de extraccién. Las




muestras se incubaron a 65°C durante 60
minutos, después se combinaron con 600 pL de
cloroformo, se agitaron y se centrifugaron (10
000 rpm durante 10 minutos, a temperatura
ambiente. El sobrenadante, fase acuosa
conteniendo el ADN disuelto, se recuperd y se
volvid a fraccionar con cloroformo. La fase
acuosa resultante se combind con 500 pL de
isopropanol frioy se incubaron durante 30 mina
-20°C para precipitar el ADN antes de
centrifugarse (10 000 rpm durante 10 minutos).
Se descartd el sobrenadante y la pastilla
conteniendo el ADN se resuspendié en 300 pL
de TE (Tris 10mM, EDTS 1mM) y 150 pL de NaCl
5M, después se adicionaron 900 uL de etanol
absoluto frio, las muestras se incubaron a -20°C
durante 30 minutos, se centrifugaron a 10 000
rom durante 10 minutos. Se descarté el
sobrenadante y la pastilla se lavé con 500 uL de
etanol al 75%. Este lavado con etanol es
adicional al protocolo original de Coelho et al.
(2009). Después de centrifugar a las condiciones
ya sefialadas, el sobrenadante se descartd, la
pastilla de ADN se dejo secar a temperatura
ambiente, y se resuspendid en 50 uLde TE.
Modificacion del protocolo de Keb-Llanes et al.
(2002)

El ADN total de 10 plantulas se extractd de
manera individual a partir de tejido foliar (100
mg), pulverizado con nitrégeno liquido. Los
tejidos pulverizados se combinaron con 300 plL
de regulador de extraccion A (CTAB al 2%, Tris
HCL 100 mM, pH 8.0, EDTA 20 mM, NaCl 1.4 M,
PVP 40 al 4%, acido ascérbico al 0.1%, 2-
mercaptoetanol 10 mM), 900 uL de regulador
de extraccion B (Tris-HCL 100 mM, pH 8.0, EDTA
50 mM, NaCl 100 mM, 2-mercapoetanol 10
mM), y 100 pL de SDS 20%. Las muestras se
incubaron a 65°C durante 30 minutos, después
se combinaron con 410 ulL de acetato de potasio
5M frio, y se centrifugaron (8000 rpm durante
15 minutos, a temperatura ambiente). Se
recuperd el sobrenadante, se combind con un
volumen igual de cloroformo, se centrifugd a las
condiciones ya sefialadas y se recuperé la fase
acuosa. La adicién de cloroformo es una
modificacién al protocolo original de
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Keb-Llanes et al (2002). La fase acuosa se
combind con 800 uL de isopropanol frio y se
incubé a -20°C durante 30 minutos para
precipitar el ADN. Las muestras se centrifugaron
a 8000 rpm durante 10 minutos. Se descarto el
sobrenadante y la pastilla, conteniendo el ADN
se resuspendié en 800 uLde TE, 70 puL de acetato
de sodio 3M (pH 5.2), y 500 pL de isopropanol (-
20°C), después se incubo durante 60 minutos a -
20°C. Las muestras se centrifugaron a 8000 rpm
durante 10 minutos, la pastilla se lavdé con 1 mL
de etanol al 70% y se dejd secar a temperatura
ambiente antes de resuspenderse en 50 uL de
TE

Cuantificacion del ADN obtenido

La determinacién de la cantidad de ADN
obtenido se realizé de manera
espectrofotométrica. Se tomaron 4 uL de cada
soluciéon individual de ADN y se combinaron con
996 uL de agua inyectable (dilucién 1/250). Se
determinaron los valores de absorbancia a 260
nm (A,,). La concentracidn de ADN en cada
muestra se estimd considerando que una
solucion de ADN de concentracion igual a 50
ng/uLtieneunvalordeA,, de 1(Chan, 1992).
Pureza del ADN obtenido

La determinacion de la pureza de las soluciones
de ADN se realizé de manera espectrométrica
de acuerdo a Sambrook et al. (1989). De manera
individual se registraron los valores de A,,, y se
calcularon los valores de la relacién A, /A,
considerando las lecturas previasde A,,.. Valores
de esas proporciones iguales o mayores de 1.7
indicaron que el ADN se encontraba lo
suficientemente libre de proteinas para poder
seramplificado por PCR.

Apreciacion del tamafio molecular y de la
integridad del ADN obtenido.

La apreciacién del tamaiio molecular y de la
integridad de las muestras de ADN se realizé por
electroforesis en geles de agarosa, de acuerdo a
Andrews (1994). Se prepararon geles de agarosa
al 0.8%, utilizando el regulador TAE (Tris-HCI 0.4
M, EDTA 2 M, acido acético). La electroforesis se
desarrollé a 70 volts. Los geles se tifieron con
Sybr Green.

Amplificacién delociISTR por PCR
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La amplificacién de loci ISTR se realizé de
acuerdo al método de Osorio et al. (2006), con
los iniciadores F9 y B8. Para cada muestra
individual se prepard una mezcla de reaccion
conteniendo los iniciadores F9
(TTACCTCCTCCATCTCGT) vy B8
(ATACCTTTCAGGGGGATG) a 0.3 uM, regulador
1X de PCR, MgCl, 3 mM, mezcla de nucledtidos
0.25 mM, Taq pol 1U, ADN molde 25 nM, agua
para ajustar el volumen de reaccidn a 20 pL. Las
condiciones de amplificacién fueron las
siguientes: un primer ciclo de desnaturalizacidn
a 95°C durante 3 min; 40 ciclos, comprendiendo
un paso de desnaturalizacién a 95°C durante 30
segundos, uno de alineacién a 45°C durante 1
min, y uno de extension a 72°C durante 2 min;
finalizando con10 mina 72°C.

Analisis de datos

Los datos se sometieron a un analisis de varianza
y de comparacién de medias por chi cuadrada,
usando el programa Stargraphics Centurion XV.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de A,,, y de la concentracion de ADN
aislado de cada uno de los 10 individuos
analizados de manera independiente con las
modificaciones de los métodos de Coelho et al.
(2009) y de Keb-Llanes et al. (2002) se muestran
en la Tabla 1. En esa tabla se observa que
utilizando el método modificado de Coelho et al.
(2009) fue posible obtener una concentracion
media de ADN de frijol variedad Pinto Saltillo de
3996.249 ng/uL, y con el método de Keb-Llanes
et al. (2002) una concentracién media de
290.416 ng/uL. Estos valores significativamente
diferentes (t =5.83111, P =0.0000159566, alfa
=0.05) indican que las variaciones entre los dos
métodos determinan la cantidad de ADN que
puede obtenerse a partir de tejido foliar de esa
variedad de frijol. Las cantidades de ADN
obtenidas por el método de Coelho et al. (2009)
son suficientes para llevar a cabo analisis
moleculares empleando no solo marcadores de
ISTR sino también microsatellites, RAPD y AFLP
de frijol, ya que, de acuerdo a Arif y Khan (2009)
Yy a nuestros propios resultados de ISTR,
cantidades de ADN variando entre 20 a 500 ng
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son requeridas para realizar esas
caracterizaciones.

Algunos autores consideran que muestran de
ADN que presentan valores mayores o iguales a

1.7 o 1.9 veces mds cantidad de ADN con
respecto a proteinas (valores de A,.,/A,,, = 1.7 0

A,./A,, = 1.9) representan muestras de ADN
suficientemente puras (Sambrook et al., 1989;
Towner, 1994), las cuales se pueden analizar con
la mayoria de las técnicas moleculares. De
acuerdo alaTabla 1, solo el 40% de las muestras
de ADN obtenidas a partir del método
modificado de Coelho et al. (2009) cumplié con
esa consideracion de pureza, mientras que
ninguna muestra obtenida con el protocolo de
Keb-Lanes et al. (2002) alcanzé el valor de
pureza sefalado. Sin embargo, todas las
muestras obtenidas con el protocolo
modificado de Coelho et al. (2009) pudieron ser
amplificadas con los iniciadores de ISTR
evaluados en el presente estudio. Estos
resultados sugieren que los requerimientos de
pureza de muestras de ADN podrian en realidad
ser mas flexibles. Comparativamente, el método
modificado de Coelho et al (2009) permitio
obtener ADN de mayor pureza (valor medio de
A,./A,., = 1.68) que el modificado de Keb-Llanes
et al. (2002), el cual permitié obtener ADN de
tejido foliar de la variedad de frijol Pinto Saltillo
con un valor promedio de pureza de 1.09 (Tabla
1).

Tabla 1. Valores de A, A, Axo Ac/As
A,../A., Y concentracion de ADN de 10
individuos de frijol variedad Pinto Saltillo
obtenido con el método de Coelho et al. (2009) y
de Keb-Llanesetal. (2002).
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Tabla 1. Valores de A,.,, Ao Ao Aseo/Posor Aseo/Aseor Y CONCentracion de ADN de 10 individuos de frijol
variedad Pinto Saltillo obtenido con el método de Coelho et al. (2009) y de Keb-Llanes et al. (2002).

Método Modificado de Coelho et al. (2009)

Método Modificado de Keb-Llanes et al.

(2002)
Muestr  Ayso  Asso Asso/Ausso Concentracion Ao Asso  Aseo/Asso  Concentracion
a (ng/uL) (ng/uL)
1 0.50 0.28 1.79 6308.33 0.01 0.02 0.92 237.50
5 2 9 1

2 0.30 0.18 1.67 3770.83 0.02 0.02 1.00 354.17
2 1 8 8

3 0.62 0.33 1.85 7770.83 0.02 0.02 1.08 275.00
2 6 2 0

4 0.35 0.20 1.74 4429.17 0.03 0.02 1.19 370.83
4 4 0 5

5 0.15 0.10 1.45 1895.83 0.04 0.04 1.18 608.33
2 5 9 1

6 0.21 0.12 1.74 2741.67 0.01 0.01 1.39 220.83
9 6 8 3

7 0.30 0.18 1.67 3833.33 0.02 0.02 1.04 300.00
7 3 4 3

8 0.09 0.06 1.58 1187.50 0.01 o0.01 0.97 129.17
5 0 0 1

9 0.23 0.14 1.64 2904.17 0.01 o0.01 1.04 195.83
2 1 6 5

10 041 0.24 1.68 5120.83 0.01 o0.01 1.13 212.50
0 3 7 5

1.68+0.1 3996.249+1902.3 1.09+0.1 290.35%+126.77
0 68 2 3

La integridad y el tamafio molecular del ADN
obtenido con los métodos modificados de
Coelho et al. (2009) y de Keb-Llanes et al. (2002)
se muestran en la Figura 1. En esa figura se
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aprecia que el ADN obtenido con ambos
métodos tuvo una migracién electroforética
baja (bandas cercanas a los pocillos de depdsito
de las muestras), lo que indica un tamafio
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molecularalto, el cual fue mayor a 10 000 pb (datos de marcador de tamafio molecular no mostrados),
y bajo nivel de degradacion, apreciado por el fondo tenue (“background”) a lo largo de los carriles del
gel, lo cual es un criterio de integridad o bajo nivel de degradacidon de muestras de ADN (Towner,
1994).

Cantidades variables de ARN fue aislado conjuntamente con el ADN, como puede ser apreciado por la
intensidad de las bandas difusas al extremo opuesto de los depdsitos en cada carril de la Figura 1.
En la misma Figura 1 se observan cantidades menores de ADN obtenido con el método modificado de
Keb-Llanes et al. (2002). Estos resultados indican que aunque los dos métodos de aislamiento
evaluados en el presente estudio permitieron obtener ADN de alto peso molecular a partir de tejido
foliar de frijol Pinto Saltillo, el modificado de Coelho et al. (2009) permite obtener mayor cantidad de
material genético en mejor calidad.

Figura 1. Gel de agarosa al 0.8% de muestras de AND obtenidas a partir de tejido foliar de 10 individuos de frijol
variedad Pinto Saltillo con (izquierda) el método modificado de Coelho et al. (2009) y (derecha) de los mismos
individuos con el método modificado de Keb-Llanes et al. (2002).

De acuerdo a la Figura 2, los ISTR revelados por
los iniciadores F9 y B8 generan perfiles de

tejidos vegetales, en la composicion de los
reguladores de aislamiento, y en los pasos de

amplificacion formados por dos bandas bien
definidas, que representan dos secuencias ISTR
de alrededor de 1000 y 1500 pb, en el genoma
de la variedad Pinto Saltillo de frijol. Estos
resultados apoyan el caracter universal de estos
marcadores mencionado por Rhode (1996) e
indican que el ADN obtenido con el protocolo
aqui modificado de Coelho et al. (2009) puede
ser amplificado con los iniciadores para
marcadores ISTR.

Diferencias en los procesos de trituracién de los
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lavado con soluciones etandlicas generaron
diferencias significativas en la cantidad, calidad
y capacidad de amplificacién del ADN aislado a
partir de tejido foliar de frijol Pinto Saltillo. El
protocolo resultante de las modificaciones
hechas en el presente estudio al original de
Coelho et al. (2009), las cuales simplifican a este
ultimo, puede ser usado para estudios de
variabilidad genética de frijol, empleando
marcadores ISTR.




Figura 2. Gel de acrilamida al 6% de muestras de ADN
obtenidas a partir de tejido foliar de 10 plantas de
frijol Pinto Saltillo con el método modificado de
Coelho et al. (2009), y amplificadas con los
iniciadores F9y B8, de ISTR.
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CONTENIDO DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES EN PINAS BENEFICIADAS DE AGAVE
MEZCALERO EN LA REGION DE NOMBRE DE DIOS Y EL MEZQUITAL
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RESUMEN

Se determind la variacién del peso de cada pifia en una muestra de 513 seleccionadas en el Ejido El
Caliche, asi como, el contenido de azucares reductores totales (ART) de una muestra de 17 pifas
seleccionadas en cada localidad (Ejido El Caliche, Los Olagues y Los Qjitos) del municipio de Nombre
de Dios. Se encontrd que el 66.1 % de las pifias que son beneficiadas para producir mezcal oscilan
entre 6.9y 18.8 kg, mientras que pifias con pesos de 30.7 a 54.6 kg solo constituye el 28 % y finalmente
las pifiasde 66.4 a 233 kg solo representan el 5.9 %.

En cuanto el contenido de ART las plantas muestreadas en los diferentes sitios seleccionados, si
mostraron diferencias estadisticas para el contenido de azlcares reductores totales. La mayor
concentracion de azlcares reductores se obtuvo para las plantas desarrolladas en el ejido Los Olagues
conun 22.5 %y para el Ejido Ojitos de Moreno con concentraciones de 22.29. Se pudo observar que
varia desde un 8 % hasta 25 % y encontrando una media de 17.6 %. Se esperaba obtener mayor
concentracion de ART de pifias con peso de 100 a 233 kg, los andlisis individuales mostraron un
contenido de 13 a 16 %, mientras que pifias de 25 a 60 kg han presentado concentraciones de 25.9y
24.8%,, las cuales fuero separadas para su reproduccién por técnicas de laboratorio.

PALABRAS CLAVE: cenizo, mezcal, Agave durangensis

ABSTRACT

The production of mezcal at southeast of Durango is conducted from the harvesting of wild agaves.
Frequently, they have strong variation in total reducing sugars content, weight of head and time of
maturation, these differences make to vary the volume and quality of mezcal from lot to determine
the variation of weight of heads and their total contents of reducing sugars, three localities were
selected: Ejidos El Caliche, Los Olagues y Los Ojitos from Nombre de Dios, Durango. The sample was
obtained from 513 agaves (heads) from Ejido El Caliche, to determine the variation of weight (kg) of
agaves used to produce mezcal. The determination of total reducing sugars was conducted on
samples from 17 selected agaves in Ejidos El Caliche, Los Olagues y Los Ojitos. It was found that 66.1%
of the agaves used to produce mezcal, oscillate between 6.9 and 18.8 kg, whereas agaves with weights
of 30.7 to 54.6 kg only constitutes 28% and finally, agaves of 66.4 to 233 kg only represent the 5.9%.
Statistical differences were found-related to reducing sugars content, in the heads sampled from
different selected sites. The total reducing sugars concentration presented a variation 8 to 26%. The
greatest reducing sugars concentration for the head harvested was obtained in Ejido Los Olagues with
22.5% and Ejido Ojitos de Moreno with concentrations of 22.3%. The average of total reducing sugars
from three ejidos was 17.6%. In conclusion, the relation found between weight and total reducing
sugars content was, agaves with weight of 70 to 233 kg, had total reducing sugars from 13 to 16%,
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whereas agaves of 25 to 60 kg had a
concentration from 8 to 26%.

KEYWORDS: cenizo, mezcal, Agave durangensis

INTRODUCCION

En el estado de Durango existen diversas
especies de maguey que pueden observarse de
manera aislada en la Sierra Madre Occidental;
Tamazula, Canelas, Topia y Santiago
Papasquiaro, hasta poblaciones de maguey mas
densas en las llanuras de la regién oriental del
estado; Durango, Mezquital, Nombre de Dios.
Poanas, Suchil, y Vicente Guerrero
(SAGDR,2001).

El Agave mezcalero, es una planta poco
estudiada y que durante muchos afios ha sido
utilizado para la obtenciéon de mezcal, y a la
fecha, la Unica fuente de extraccion sigue siendo
las poblaciones naturales. La region sureste de
Durango, en donde tradicionalmente se extrae
el maguey mezcalero (materia prima para la
elaboraciéon de mezcal) incluye los municipios
de Durango, Mezquital, Nombre de Dios,
Poanas, Suchil, y Vicente Guerrero (SAGDR,
2001). Los Agaves existentes en la region
comprenden cuatro variedades: Castilla,
Tepemete, Mascarillo y Cenizo (SAGDR, 2001),
de las cuales el cenizo, clasificado como Agave
durangensis, (Trujillo, 2002), es la variedad mas
explotadaenlaregion.

Los magueyes que se benefician de las
poblaciones naturales para la produccion de
mezcal con frecuencia presentan fuerte
variacion en cuanto al contenido de azucares (8
a 25%), tamafio de pifia (6 a 400 kg) y tiempo de
maduracion (4 a mas de 16 afios), que hace
variar el volumen y la calidad de mezcal
obtenido de lote a lote y dificulta su
aprovechamiento desde el punto de vista
industrial por la fuerte heterogeneidad del
material. Las poblaciones naturales de maguey
mezcalero se encuentran cada vez mas retiradas
de las vinatas, ocasionando un incremento en
los costos de produccién, por lo que es urgente
el desarrollo de materiales de Agave
sobresalientes en cuanto al contenido de
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azUcares reductores, precocidad, potencial
forrajero y fibras para el establecimiento de
plantaciones comerciales.

La industria del mezcal que existe en otros
estados tiene como norma que las pifias no
deben contener menos del 8% de azucares
reductores totales. Actualmente en el Estado de
Durango, se desconoce el contenido de azlcares
que tienen las pifas obtenidas de las diferentes
poblaciones de Agave natural, lo que dificulta la
estandarizacién del proceso de obtencién de
mezcal.

La reproduccién natural del maguey mezcalero
que se tiene en las zonas productoras del
estado, no es suficiente para garantizar los
volumenes de mezcal que requiere el mercado;
por lo tanto, la continuidad del
aprovechamiento de esta especie estd en
peligro y la sustentabilidad y conservacion de
esterecurso natural esta en grave riesgo.

Para disminuir la presién sobre las poblaciones
naturales, a partir del 1997, en Durango, se han
realizado diversos intentos para el
establecimiento de plantaciones comerciales,
desafortunadamente la mayoria han fracasado
como consecuencia de tratar de establecer
plantaciones con especies de otras
regiones(Agave tequilana W.) o mediante
trasplante de plantulas de Agave a partir de
semilla (94 al 96 % de germinacion), por lo que
presenta fuerte variabilidad en genotipos vy
fenotipos provocada por la hibridacién natural
entre las diferentes especies que existen entre
las poblaciones. A la fecha la informacion
disponible sobre el nimero de especies que
integra el complejo Agave mezcalero es
reducida, se desconoce la fenologia de la planta,
ya que existen plantas que maduran o aquiotan
a partir de los cuatro afios, mientras que otras
tardande 14 afios o mas.

El proceso de elaboracidn del mezcal (horneado,
picado, fermentado, destilado y envasado) es
rustico, lo que ocasiona grandes pérdidas de los
azucares de la materia prima y de alcohol
durante la coccion, fermentacién y destilacién.
Se estima un rendimiento de 16 a 24 kg de pifia
por litro de mezcal producido, mientras en




Jalisco se tienen rendimientos de 7 a 8 kg por
litro de tequila. La tecnologia empleada, la
cantidad y el tipo de azucares que contienen las
pifias de agave son factores determinantes en la
cantidad y calidad del mezcal producido, puesto
que los azucares son utilizados por las levaduras
para la produccién de etanol y de los
compuestos que proveen las caracteristicas
sensoriales del producto. De ahi la importancia
para el desarrollo del presente estudio de
evaluar el contenido de azucares reductores
totales en pifias de las localidades productoras
de maguey como fuente de informacion para el
desarrollo de trabajos de fitomejoramiento que
permita seleccionary clonar variantes de mayor
concentracion de azucares.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se llevd a cabo, en la region
sureste del estado de Durango, que se
caracteriza por su tradicional produccién de
mezcal. De acuerdo con SAGDR, 2001 y el
"Consejo Municipal de Productores de Maguey
Mezcal de Nombre de Dios”, el municipio de
Nombre de Dios es uno de los principales
productores de mezcal y donde se extrae la
mayor cantidad pifias. En este municipio, se
selecciond tres ejidos (El Caliche, Los Olagues y
Los Ojitos) representativos de las poblaciones
de donde se extrae la materia prima. Del ejido El
Caliche, se determind el peso unitario de cada
una de las pifias de un total de 16.65 T. En cada
sitio de muestreo, se selecciond 17 plantas al
azar de Agave mezcalero las cuales fueron
cosechadas. Después de la cosecha se tomd
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datos de la pifia (peso en verde, nimero de
hojas didmetro ecuatorial, didmetro polar,
porcentaje de azUcares reductores totales).
Posteriormente las pifias seleccionadas se
trasladaron al la planta productora de mezcal
donde se tomd muestras de la pifia en verde, se
colocaran en bolsas de plastico y se guardaron
en una hielera para ser transportadas al
laboratorio. Los andlisis quimicos se realizaron
en el laboratorio de control del CIIDIR Durango,
campus Vicente Guerrero. La determinaran de
los azucares reductores totales, se
realizdmediante el método propuesto por Lane
y Eynon vy aprobado por la NOM- 070-SCFI-
1994.

Los resultados obtenidos de las variables
evaluadas de cada sitio muestreado, fueron
analizados bajo un disefio experimental
completamente al azar, utilizando el algoritmo
SAS (Statistical Analisis System) (SAS Institute,
1996).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se encontrdé fuerte variabilidad en fenotipo,
peso de pifia y contenido de azlcares
reductores totales (ART), del Agave mezcalero
que crece en las poblaciones naturales
seleccionadas (ejidos El Caliche, Los Olagues y
Los Qjitos), correspondientes al municipio de
Nombre de Dios, Dgo). Esto se debe a que el
principal medio de propagacién es por semilla
(94 al 96 % de germinacién), lo que favorece la
hibridacidn natural entre las diferentes especies
gue existen entre las poblaciones (Figura 1).

Figura 1. Diversidad de plantas de agave mezcalero que se utiliza en la produccién de mezcal. La altura varia
desde los 2.40, 1.60 y 1.30 m, Figuras 1a, 1b y 1c, respectivamente.
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La variacion del peso de la pifia proveniente de las poblaciones naturales, es amplia, encontrando
pifias desde los 6 kg hasta de 242 kg (Fig. 2) y algunas de 400 kg (Fig. 3) 6 mas (comunicacion personal
con productores de mezcal 2007).

Figura 2. Pifias convariacion de peso de (a) 6a30kgy (b) 218 kg.

Figura 3. Pifia de 400 kg ejido El Venado

Para cuantificar la variacion del peso de la pifia proveniente de las poblaciones naturales, se procedio
a pesar 513 pifias beneficiadas en el ejido El Caliche, obteniendo un peso total de 16.65 T. La
variacién promedio del peso de las pifias fue de un minimo 6.9 y un maximo de 233 kg (Fig. 4).

== No de pifias =—0=— No de pifias (%)

No. de pifias
No de pifias (%)

6.9 | 18.8 | 30.7 | 42.6 | 54.5|66.4 | 78.3 | 90.2 | 102 | 114 | 126 | 138 | 150 | 185 | 233
=== No de pifias 159 | 180 | 58 | 54 | 32 9 4 5 3 1 1 2 3 1 1
—o— No de pifias (%) | 31.0 | 35.1 |11.3|105| 6.2 | 1.8 | 0.8 | 1.0 | 06 | 0.2 | 02 | 0.4 | 0.6 | 0.2 | 0.2

Peso por pifia (kg)
Figura 4. Variacion de los pesos (kg) de 513 pifias.
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En la Figura 4, puede observarse que el numero
de pifias con un peso promedio de 6.9 kg fue de
159 y representa el 31 % del total de las pifias
pesadas, asi mismo se observd que el nimero
de pifias con un peso de 18.8 kg fue de 180 y
representd el 35.1% del total. Las pifias con peso
de 6.9 y 18.8 kg sumaron 339 y representaron
el 66.1% del total de las pifias beneficiadas. Las
pifias con pesode 30.7,42.6,y54.6 kg fueron 58,
54, y 32 respectivamente, representando el
11.3,10.5,y6.2 %, las cuales dan un total de 144
pifiasy equivalen al 28 % del total. El resto de las
pifias tuvieron un peso de 66.4, 78.3,90.2, 102,
114,126,138, 150, 185, y 233 kg obteniendo un
total de 30 pifas y solo representanel 1.8, 0.8,
1.0,0.6,0.2,0.2,0.4,0.6,0.2,y 0.2 %, las cuales
constituyen el 5.9 % del total.

De acuerdo a las datos obtenidos en la figura 4
puede concluirse que el 66.1 % de las pifias que
son beneficiadas para producir mezcal
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oscilan entre 6.9 y 18.8 kg, mientras que pifias
con pesos de 30.7 a 54.6 kg solo constituye el 28
% y finalmente las pifias de 66.4 a 233 kg solo
representan el 5.9 %. Este comportamiento
posiblemente se debe a que los productores de
mezcal a través del tiempo han ido cosechando
los Agaves mezcaleros de mayor tamafio y peso,
dejando los mas pequefios, por lo que puede
inferirse que el tiempo de recuperacion de los
Agaves de talla grande es mayor que el de los
Agaves pequeios.

En cuanto al contenido de azucares reductores
totales (ART) se encontrd que el contenido varia
desde el 8% de ART hasta un 25% en las tres
localidades muestreadas. El procedimiento de
muestreo fue mediante la seleccion de pifias en
campo y posteriormente enviadas a la planta
procesadora de mezcal para latoma de muestra
(Figura5).

Figura 5. Seleccién en campo, corte y jimado de la pifia.

Las pifas seleccionadas se fraccionaron en dos mitades para la obtencién de muestras la cual fue
enviada para su analisis de ART en el laboratorio (Figura 6).

Figura 6. Pifias seleccionadas para la toma de datos, corte de pifia y toma de muestra para el analisis de ART

en laboratorio.
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En laboratorio las muestras fueron preparadas para la determinacidn de ART, siguiendo la
metodologia de Lane Eynon, propuesta por la NOM-070-SCFI-1994 (Figura 7).

Figura 7. Preparacién de las muestras, hidrélisis cida y titulacidn parala determinacion de ART en laboratorio.

En el Cuadro 1 se observa que las variables en
estudio en el Agave mezcalero, mostré
diferencias estadisticas solo parala variable ART,
mientras que para las variables peso fresco de
pifia (PF), nimero de hojas (NH), didametro
ecuatorial (DE), diametro polar (DP), no
presentd significancia estadistica.

Para la variable ART, se encontrd que si hay
diferencia estadistica entre las plantas de Agave
mezcalero que crecen en los diferentes sitios de
muestreo seleccionados (Cuadro 1). Se observa
que los valores mas altos obtenidos para la
variable ART, fue de 22.55 y de 22.29 que
corresponden a pifias obtenidas del Ejido Los

Olagues y el Ejido ElI Ojito Moreno
respectivamente, mientras que el valor mas
bajo 8.38 se encontré para pifias obtenidas
también del Ejido El Ojito Moreno. Se observa
que para el Ejido El Caliche se obtuvieron valores
de ART de 19.69 y 18.69, en el Ejido Ojitos
Moreno fue de 18.38 y para Los Olagues fue de
19.90 y de 18.45, no mostrando diferencias
estadisticas para las pifias muestreadas para
cada localidad. Esta informacién obtenida para
el agave mezcalero, es importante debido a que
solo se disponia de datos obtenidos en otros
estados, como Zacatecas y Jalisco donde se
reportaban contenidosde ARTde 12 a 14 %.

Cuadro 1. . Diferencias en el contenido de azlcares reductores totales de la planta

de Agave mezcalero, en las localidades de muestreo.

Localidad Fecha de Peso NUumero de Didmetr Diametr ART
muestreo (kg) hojas o polar o) (%)
ecuatori
al
Ej. El Caliche 15/10/2007 50.06 a 46.00ab 47.75a 143.13 a 19.69 ab
20/10/2007 20.86 a 59.60 a 51.80 a 144.80 a 15.15 b
25/10/2007 43.50 a 36.33ab 48.00 a 148.67 a 18.69 ab
Ej. Ojitos moreno  01/11/2007 54.00 a 50.50 ab 58.50 a 143.00 a 8.38 ¢
10/11/2007 50.26 a 49.42ab  46.67 a 127.75 a 18.38 ab
15/11/2007 42.00 a 39.83ab 50.50 a 139.17 a 22.29 a
Ej. Los Olagues 05/12/2007 25.50 a 41.00ab  53.50 a 116.00 a 18.45 ab
10/12/2007 27.89 a 30.89 b 61.78 a 107.67 a 19.90 ab
15/12/2007 30.38 a 37.00ab 51.25a 133.25a 22.55a
DMS 4.46 4.46 4.46 4.46 4.46

T Valores en las columnas con letra diferente, son estadisticamente diferentes con
a = 0.05 ART = azUcares reductores totales
Ej. = Ejido
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Wesche (2000), encontré que determinadas
plantas, entre ellas el agave tiene como reserva
de carbohidratos polimeros de fructuosa
(fructosanos), en lugar de glucosa, tales como la
inulina que son mds pequefios que las
moléculas de almidény mds solubles en agua. La
inulina es un polimero lineal y estda compuesta
de cadenas de 25 a 35 residuos de fructuosa
unidas por enlaces glucosidicos B(2—- 1) y
termina con una molécula de sacarosa. Las
inulinas se encuentran mas frecuentemente
almacenadas en raices de alcachofa de
Jerusalén (Helianthus tuberosus L.), y dalia
(Dalia pinnata Cab.), raices de diente de ledn
(Chicorium intyvus L.)], son ricos en inulina. El
agave azul es lavariedad que contienen la mayor
variedad de inulina (del 20 al 24 %),
comparandola con otras variedades como
Carpintero, Pata de mula, Bermejo y otras, las
cuales muestran un contenidodel 14.3 al 19.8%.
El andlisis de azlcares en las pifias de agave es
importante porque el alcohol obtenido
depende de la cantidad de azlcares reductores,
de ahi la importancia del contenido de azlcares
reductores totales (ART) que estdn presentes en
el agave, los cuales varian de un 20 al 30% en
peso. Para el caso particular de Agave tequilana
Weber., cuando el contenido de azlcares
reductores es igual o inferior al 20% es
considerado de baja calidad y si presenta entre
el 25 y 30% de buena calidad (Granados 1993,
Téllez 1998). Esta norma no es aplicable para
agaves destinados ala produccion de mezcal.

CONCLUSIONES:

Las plantas muestreadas en los diferentes sitios
seleccionados, si mostraron diferencias
estadisticas para el contenido de azlcares
reductores totales.

La mayor concentracion de azucares reductores
se obtuvo para las plantas desarrolladas en el
ejido Los Olagues con un 22.5 %y para el Ejido
Qjitos de Moreno con concentraciones de
22.29.

AUn cuando la mayor acumulacidn de azucares
reductores totales fue para las plantas del ejido
Los Olagues y Ejido Ojitos de Moreno , debe
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considerarse que los productores necesitan
seleccionar genotipos precoces (de 4 a 7 afios )
con altos contenidos de azlcares reductores (20
al30%)
Dentro de las variantes identificadas en cuanto
el contenido de ART se pudo observar que varia
desde un 8 % hasta 25 % y encontrando una
mediade 17.6 %.
Se esperaba obtener mayor concentracién de
ART de pifias con peso de 100 a 400 kg, los
analisis individuales mostraron un contenido de
13 a 16 %, mientras que pifias de 25 a 60 kg han
presentado concentraciones de 25.9 y 24.8, las
cuales fuero separadas para su reproduccién
por técnicas de laboratorio.
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RESUMEN

Se evalué la estabilidad y produccion de CO, de masas panarias utilizando diferentes porcentajes de
masa madrey directa. Harina utilizada Turbo remix 40, de buena calidad panadera.

Tiempo de fermentacidn de la masa madre: 3 h, 6 h, 9 h. Porcentaje utilizado: 100%, 75%, 50%, 25,
0%, el complemento fue de masa directa.

Los reofermentogramas se obtuvieron en el reofermentémetro F2. A cada masa se les evalué: altura
maxima (Hm), altura segunda fermentacidon (h), tiempo, maximo volumen, altura de pan
aproximadamente (T1), tiempo hasta el final de la prueba (T2), altura maxima del desprendimiento
gaseoso (H'm), tiempo del maximo desprendimiento gaseoso (T'1), tiempo donde se separan las
curvas (Tx), volumen total de CO, (Vt), perdido (Vp), retenido (Vr) y coeficiente de retencién (Cr).

La mejor respuesta reolégica de la masa panaria se obtuvo cuando se utilizé la mezcla, 25% - 75% de
masa madre - masa directa respectivamente. Con un coeficiente de retencién de CO, de 96.8% y
volumen de masa considerado como muy buenoy de buena estabilidad.

Tiempo de fermentacionde masa madre seis horas, a temperatura de 25 2C, humedad relativa de
70%.

PALABRAS CLAVE: harina, reofermentograma, reologia.

ABSTRACT

Rheology studies of baking dough are important to commerce of wheat, the quality of flour and its
transformation to bread. Bakers can standardize the phases of baking process, it is necessary to have
the knowledge about stability of dough, CO2 retention capacity and volume that dough can develop,
these properties are directly related with quality of bread. Based on the previous reasons, in this work
the stability and production of CO2 from baking dough using different percentages of mother dough
and direct dough were evaluated. The flour used in this work was Turbo remix 40 of good quality
baking. Times of fermentation of mother dough were 3, 6 and 9 hs. The percentages used were 100,
75,50, 25 and cero, the complement was direct dough; the developing dough and its CO2 production
were evaluated to each sample. The rheofermentograms were obtained in the Rheofermentometer
F2. To every dough was evaluated: maximum height (Hm), height of second fermentation (h), time,
maximum volume, height of bread (T1), time to complete the test (T2), maximum height of gaseous
detachment (H'm), maximum time of gaseous detachment (T'l), time where the curves are
separated ((Tx), total volume of CO2 (Vt), lost volume (Vp), retained volume (Vr), and coefficient of
retention (Cr). An experimental design was utilized completely at random under a factorial
arrangement. The data obtained were analyzed by means of analysis of varianza, with p £ 0.05 and
comparison of averages by the test of Tukey. With a CO2 coefficient of retention of 96.8%, volume of
dough was considered like very good and good stability.
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KEYWORDS: flour, rheofermentograms,
rheology.

INTRODUCCION

Cuando se habla hoy de masa madre ya no se
piensa en la antigua masa de origen natural, es
decir aquella que se obtiene de la mezcla de
harinayagua, en donde la fermentacién seinicia
por la actividad de levaduras silvestres que
estan en la harina o son acarreadas por el aire.
Debido a la falta de control en la fermentacidn,
se obtiene masa agria, parte de ésta, con mas
harina y agua se usan para el leudado del total
de la masa. Actualmente este procedimiento se
utiliza poco.La masa madre que se utiliza
actualmente en algunas panaderias
tecnificadas, es la obtenida de formulaciones
equilibradas con controles en la adicidon de
levadura comercial, amasado, temperatura y
tiempo de fermentacién. En la micro y pequefia
empresa se sigue con métodos tradicionales en
la preparacién de masa madre.

Se llama masa madre, esponja o polish a la
mezcla de harina de trigo con agua, sal y
levadura, amasada y fermentada, ésta se
adiciona a la masa directa formada por harina,
agua y los demads ingredientes, amasandose
hasta obtener la consistencia deseada. En la
mayoria de las panaderias guardan los
sobrantes de las diferentes formulaciones, las
cuales utilizan al dia siguiente como masa
madre, esto no es correcto ya que los sobrantes
han perdido sus caracteristicas reoldgicas y no
son recuperables, ademas no tienen control en
la cantidad de ingredientes y por ser masas
sobre fermentadas en las cuales las
caracteristicas reoldgicas han cambiado; el uso
de éstas en lugar de beneficiar afectan las
propiedades viscoelasticas de la nueva masa.El
uso de masa madre fermentada
adecuadamente y en la cantidad correcta,
influye en la vida de anaquel del pan,
manteniéndolo mas fresco por mas tiempo, con
mejor sabor, olor, colory textura.

Las levaduras en panificacién tienen los
siguientes efectos:

a). Transformacion de la masa, pasando de ser
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un cuerpo poco activo a uno fermentativo,
donde se desarrollan las reacciones
guimicasy fisicoquimicas mas activas.

b). Desarrollo de aromas tipicos de panificacion
mediante la produccion de alcoholes y otros
compuestos aromaticos.

c). La funcién mas importante es la accién de
subida de la masa, debido a la produccién
de CO, yalcohol etilico en forma de etanol.

Por la accién de las levaduras se presenta una
reducciéon de Ph, debido en parte, al CO,
producido que se disuelve en el agua de la masa.
La levadura es una materia prima importante,
formada por células microscdpicas, que tienen
la funcién de consumir azicares elementales
para producir CO, y alcohol, mediante la
metabolizacién. La temperatura Optima de
desarrollo de Saccharomycescerevisiae, es de
289C, ala cual produce la mayor cantidad de gas,
a -302C, muere por frio y por calor a los 559C,
teniendo una paralizacién de actividad a los 42C.
Durante la fermentacidn, la levadura consume
muy rapido los azlcares libres (glucosa,
fructosa) existentes en la harina, este proceso
comienza durante el amasado de los
ingredientes. Después hay un consumo lento de
azucares que se han producido por la
degradacién del almiddn debido a la actividad
enzimatica, es un proceso que tarda bastante
tiempo. La fase final de la fermentacion se lleva
acabo durante el horneo antes de que la masa
adquieralatemperatura de 552C.

Se ha observado que el Ph tiene repercusién

sobre el curso de la fermentacién, la maxima

formacion de gas se obtiene para valores de 4 a

5.5dePh.

El Ph de una masa madre, nunca debe ser <3.4,

debido a que en estas circunstancias se esta

acelerando la alteracion de microorganismos
butiricos dando un estado de putrefaccion
indeseado, de la masa madre. Durante la
fermentacion todas las vias fermentativas estan

equilibradas si su Ph es de 5 a 5.5

considerandose como el Ph éptimo de 5.4,

donde existe el mayor desarrollo fermentativo y

maxima produccién de CO,. Un efecto negativo

en la masa es la falta de acidez con Ph de 6 se




tiene mayor riesgo de la aparicién de
Bacillussubtilis, que se desarrolla en medios
acuosos como es el caso de la masa. Con Ph
mayores de 6, temperaturas de horneo menores
a 100°C y condiciones favorables pueden
desarrollarse las esporas de
Bacillusmesentericus en el pan cocido (Frazier,
2003).

Los valores mencionados nos indican que al
hacer la masa madre, segln sea su acidez se
afiada a la masa normal la cantidad necesaria
para obtener la acidez deseada en funcién del
productoaelaborar.

MATERIALES Y METODOS

Materias primas.

Harina comercial Turbo Remix 40 (HTR40).
Levadura seca activa instantdnea marca
Mauripan, sal marca Aday agua potable.
Métodos y técnicas.

Analisis fisicoquimicos establecidos en el AACC,

RESULTADOS
Andlisis fisicoquimico.
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2001.

Humedad. Método 44-15A.

Cenizas. Método 08-01.

Proteinas. Método Macrokjeldahl 46-10.
Gluten. Método 38-10.

Determinaciones reoldgicas. Método 54-30A.
Falling Number. Método 56-81B.

Se utilizé un disefio experimental
completamente al azar bajo un arreglo factorial,
se analizaron los cambios reoldgicos que
presenta la masa madre fermentada durante 3,
6y 9 h;ylamezclamasa madre-masa directa. En
la masa sin fermentar se evaluaron los
parametros W, P, Ly P/L.

Los efectos o respuestas que se evaluaron
fueron:Hm, h,T1,T2,H'm, Tx,T'1, Vt, Vp, Vry Cr.
Los datos obtenidos se analizaron mediante un
analisis de varianza, con p< 0.05 y comparacién
de medias por la prueba de Tukey. Se utilizé el
paquete estadistico SAS, Versién 9.0 (SAS
Institute Inc., 2004), (Cuadro 2).

Los datos obtenidos del andlisis fisicoquimico de las harinas, se presentan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Andlisis fisicoquimico de |a harina utilizada.

Determinacion HTR40

Gluten* (%) 11.05+0.03
Humedad (%) 12.00 £ 0.01
Cenizas™ (%) 0.55+0.01
Proteina f=5.7* (%) 12.51+0.02
W (10%julios) 231 +0.90
P (mm) 79 +0.85
L (mm) 83+0.75
G 20+0.75
P/L 09+0.10
FN (s) 350 +3.00

HTR40, harina Turbo Remix 40; *Base seca.
El gluten constituido por gliadinas y gluteninas forma una maya o red capaz de retener el anhidrido
carbodnico liberado durante la fermentacién; es un indicador de la cantidad de proteinas y
responsable de la calidad de las mismas. Considerando los valores de la cantidad de gluten y proteina
de la harina HRT40 es de calidad panificable (Cuadro 1). Es tenaz (P>60 mm), de baja extensibilidad
(L<90 mm), con relacién de P/L=0.9 considerada como de gran fuerza, el llamado grado de
hinchamiento (volumen de la masa) es de 20 lo que indica una aptitud correcta para dar un pan bien

desarrollado.
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Las cenizas dan idea muy aproximada de la
cantidad de extraccion de harina, ya que existen
factores que influyen en la cantidad de cenizas
tales como la variedad de trigo, factores
ambientalesy aditivos afiadidos. Con base en los
datos de cenizas (Cuadro 1), la HRT40 es de 69%
de extraccién segun la escala de Mohs.

Los valores de humedad (Cuadro 1) se
encuentran dentro de lo especificado en la
Norma Oficial Mexicana.

Analizando los datos de FN Cuadro 1, la harina
HTR40 presenta actividad amildsica débil, de

con volumen reducido (Quaglia, 1991), para
obtener el volumen maximo que puede
desarrollar la HTR40, es necesario adicionar a-
amilasa hasta lograr tener un FN de 280. En las
panaderias que existen en el estado de Durango
se utilizan harinas con FN de 280 a 310,
obteniéndose panes de buen desarrollo y miga
suave (Gomez, 2006), en la literatura Espafiola
se menciona que el FN adecuado es de 250 con
base en sus harinas (Calaveras, 1996).
En el Cuadro 2, se presentan los resultados de
los reofermentogramas y el andlisis estadistico

de de los mismos obtenidos de las diferentes
muestras de masa madre fermentadas durante
trestiemposy combinados con masa directa.

usarse en panificacidn sin adicionar enzimas se
tiene el riesgo de obtener un pan seco,
compacto de miga con gran densidad cerrada,

Cuadro 2. Analisis de medias de los pardmetros evaluados con el reofermentémetro.

Variables obtenidas de los reofermentogramas

Tra.

Hm h T1 T2 H'm T1 Tx Vit Vp Vr Cr

(mm) (mm) (min) (min) (mm) (min) (min) (ml) (ml) (ml) (%)
MT ., 433ab . 764c 1256 188%c 263c ___ _ 95.6a
T, C def cd d de bc
M2 ggsq 4823b 1233c oo 717ef 1478 P9 1gs3e 339 jg39c9 022
T, C de b e bc
M3 e38bc s550ab 13000 g783, 767Cd ., Bla 1731d Oe 1734cd  100a
T, C ef b e
M4 rsab  e16a 1303 00e 843bc 87PC 103g 2901 oo 1974ab  95.6d
T, od d b
N.:_S 60.3cd 57.9ab 148.3b 0.0e 80.8cd 72b§ 64e 1988bc 4353 1552de 78.2e
1
MTl 62.9bc 40.3bc 106.6ef 146'3'0; 69.4f 49de of  1281f 0Oe  1281f  100a
2
M2 46.3ab  116.0¢C 735d  8lbc  141a  1767d 1758bc _ 99.6a
T 636be ; o 1413cd » ‘ o : 9e ‘ :
M3~ g71ap 20030 1150d 1500bc o) (o 9ope 1633 051 3¢ 1831bc  100a
T, C ef d e
MT4 70.6a 58.9ab 108.0ef 167.3ab  92ab 75b§ 1123 2252a  72bc 2179 96'85
2
MTS 60.3cd 57.9ab 148.3b 00e 80.8cd 72b§ 64e 1988bc  435a 1552de  78.2e
2
M1
- 35.7e 35.6c 185.3a 0.0e 30.0g 15e of 590g Oe 590g 100a
3
MTZ 65.9ab  34.4c 106.0ef 150'3'0; 70.4f  63cd of  1319f Oe 1319f  100a
3
M3 65.23b 1) 0pc 1100ef 1430cd 03¢ 87be of 179> 2¢ 1793bc  99.9a
T3 C e d e
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M4 J04a 571ab  99.3f 10333 9314 O9C gy 2a51a B43PC pige P72RC
Ts d d d
'V_'rs 60.3cd 57.9ab  1483b 0.0e 80.8cd 72b§ 64e 1988bc  435a 1552de  78.2e
3
DM
< 542 185 195 222 80 409 360 2063 531 2339 25

Promedios con la misma letra no son estadisticamente diferentes (Tukey p< 0.05).M1=100% Mm, 0% md;
M2=75% Mm, 25% md; M3=50% Mm, 50% md; M4=25% Mm, 75% md; M5=0% Mm, 100% md.T,=3 h; T,=6 h;

T,=9 h. Mm=masa madre; md=masa directa.

Anadlisis estadistico de los resultados.

Del andlisis estadistico de los datos de la masa
madre fermentada durante 3, 6 y 9 h mezclada
en diferentes porcentajes con masa directa se
puede afirmar que existe efecto altamente
significativoenlosvaloresde Hm, h,T1,T2,H'm,
T1Tx,Vt,Vp, VryCr.

Al analizar los valores de las medias, se observa
que existen diferencias significativas en los
parametros evaluados debido al efecto del
tiempo de fermentacién y concentracion de
masa madre y masa directa utilizada, a
excepcién de Vp para los tres tiempos de
fermentacion a las concentraciones de 100, 75 y
50% de masa madre utilizada.

La masa fermentada durante tres horas y
mezclada con masa directa obtiene su maxima
altura de 67.5 mm a la concentracién de 25% de
masa madre y 75% de masa directa; la Hm esta
relacionada directamente con el volumen del
pan, la estabilidad de la masa es muy buena ya
gue T2 no aparece registrada en el
reofermentograma. Se obtiene el mayor
volumen de masa con 2061 ml de CO, vy
coeficiente de retencién de 95.6% considerado
como muy bueno Cuadro 2, (Calaveras, 1996).
A las tres horas de fermentada la masa madre,
existen coeficientes de retencion de 98.6 a
99.2%, que podrian considerarse como mejores
al de 95.6%, sin embargo a estos coeficientes se
obtienen menores alturas de masa y Vt
menores, siendo el Vr mayor al coeficiente de
retencidn de 96.5%.
La masa fermentada durante seis horas
mezclada con masa directa obtiene su
mayoraltura Hm de 70.6 mm a la concentracion

vidsupra

vision cientifica =

de 25% de masa madre y 75% de masa directa.
La tolerancia de la masa es buena, T2 aparece a
los 167.3 min durante la obtencién del
reofermentograma, después de este tiempo la
masa pierde paulatinamente sus caracteristicas
reolégicas. Se obtiene el mejor volumen de
masa (Vt) con un coeficiente de retencion de
96.8% considerado como muy bueno Cuadro 2,
(Calaveras, 1996). A las seis horas de
fermentada la masa madre, existen coeficientes
de retencién de 99.6 a 100%, que podrian
considerarse como mejores al de 96.8%, sin
embargo a estos coeficientes se obtiene menor
altura de masay Vr menores, siendo el Vr mayor
al coeficiente de retencién de 96.8% por lo que
se considera que la mejor mezcla para
obtenerun pan de buen volumen y suficiente
altura es la de 25% de masa madre y 75% de
masa directa.

La masa obtenida durante nueve horas de
fermentacion, mezclada con masa directa
alcanza su mdaxima altura de 70.4 mm a la
concentracién de 25% de masa madre y 75% de
masa directa.

Con velocidad de desarrollo muy buena.Se
obtiene un volumen de masa de 2251 ml con un
coeficiente de retencidn de 97.2% considerado
como muy bueno. La tolerancia de la masa es
buena, T2 aparece a los 163.3 min durante la
obtencion del reofermentograma, después de
este tiempo la masa pierde paulatinamente sus
caracteristicas viscoelasticas, Cuadro 2,
(Calaveras, 1996). Al igual que en los tiempos de
tres y seis horas de fermentada la masa madre
mezclada con masa directa, existen coeficientes
de retencién de 99.9 y 100%, que podrian




considerarse mejores que el de 97.2%, sin
embargo cuando se tiene mayor retencién de
CO,, no hay perdida de volumen, la altura de la
masa es menor y por consecuencia presenta
menor volumen Cuadro 2. Con base en lo
anterior la mejor mezcla es la de 25% de masa
madrey 75% de masa directa.

En este trabajo se encontré que para los tres
tiempos de fermentada la masa la mejor
concentracion de ésta fue la misma, por lo que
consideramos algunos otros aspectos para
definir cual es el tiempo mas adecuado de
fermentacion para obtener una masa madre.
Los valores de Hm, H'm, Vt, Cr, Vp y Vr, son
iguales para la concentracién de 25% de masa
madrey el 75% de masa directa a los tiempos de
seisy nueve horas de fermentado, y siendo estos
los pardmetros mas importantes de la
evaluacion de una masa podemos afirmar que
cualquier masa de seis y nueve horas de
fermentado puede darnos los mejores
resultados en la elaboracion de pan, sin
embargo a mayor tiempo de fermentado existe
menor tiempo de tolerancia de manejo de la
masa en el proceso. Ademas se tiene mayor
costo de produccién por lo que es mejor utilizar
la masa madre que ha sido fermentada durante
seishoras enlaconcentracion de 25%.

CONCLUSIONES

Cualquier masa que se fermente como minimo
tres horas y que sea utilizada como masa madre
mejora sus caracteristicas reoldgicas.

La porosidad de la miga de un pan se mejora
cuando se utiliza una mezcla de masa madre-
masa directa.

Es recomendable utilizar masas madre en los
procesos de panificacion que requieran de
masas fermentadas, mejora la estructura de la
miga, es mas suave, de mejor sabor, olor,
textura, coloryvida de anaquel.

Las caracteristicas viscoelasticas de la masa se
mejoran cuando se utilizan mezclas de masa
madre-masa directa, sin embargo si se utiliza
masa madre en un 100% sus caracteristicas
panaderas se pierden conforme aumenta el
tiempo de fermentacién.
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El tiempo de fermentacidn mas adecuado para
obtener una masa madre es de seis horas.

La mezcla masa madre-masa directa mas
adecuada es lade 25%-75% respectivamente.
Una produccion excesiva y prematura de CO,
debilita la estructura de la masa, disminuyendo
el coeficiente de retencidon hasta ser
considerado como débil.

La masa madre fermentada adecuadamente
incrementa la capacidad de retencidn de CO,.
Una masa pasada de fermentacion reduce su
capacidad de retencién de CO, y se pierden
caracteristicas de sabor, olor, colory textura.
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RESUMEN

La disponibilidad de productos saludables es la prioridad de todo empresario, debido a la estrecha
relacidon que existe entre salud y alimentos. La Asociacion Americana del Cancer, estima que el 70% de
los casos de cancer son debidos a la mala alimentacién. Ademas las principales enfermedades que
causan la mayoria de las muertes en el mundo son las cardiovasculares, el cancer y la diabetes. Otros
de los problemas de los mexicanos son la obesidad y el incremento de la poblacién mayor de 65 afios.
Como consecuencia los productores de la micro y mediana industria de la panaderia buscan el
desarrollo de productos saludables denominados funcionales, que ayuden a prevenir o atenuar los
efectos de las enfermedades. Para ello es necesario ajustar las férmulas de elaboracion de las masas
panarias, con concentraciones adecuadas de grasa, azucar, prebidticos, probidticos, antioxidantes e
ingredientes que incrementen la calidad nutriciay organoléptica del pan.

En este trabajo se analizo el efecto que tiene la adicion de harina de avena en la reologia de las masas
panarias, para elaborar pan bizcocho.

Con base en el andlisis estadistico se puede afirmar que es viable utilizar mezclas de harinas trigo-
avena de 94-6% respectivamente, sin que las variaciones en los parametros de fuerza tenacidad y
extensibilidad afecten de manera notoria las caracteristicas organolépticas del producto.

Cantidades superiores a 6%, no son recomendables para masas bizcocho, debido a que afectan las
propiedades viscoelasticas de la masa.

PALABRAS CLAVE: reologia, alvedgrafo, harina

ABSTRACT

The healthful product availability is the priority of all industrialists, due to the close relation that exists
between health and foodsThe American Association of the Cancer, esteem that 70% of the cases of
cancer must to the bad feeding. In addition the main diseases that cause the majority of the deaths in
the world are the cardiovascular, the cancer and the diabetes. Other of the problems of the Mexicans
isthe obesity and the increment of the population over 65 years.

As consequence the producers of the micro and medium industry of the bakery seek the healthful
development of products called functional, that they help to prevent or minimize the effects of the
ilinesses. For it is necessary to adjust you formulate them of elaboration of the masses panarias, with
adequate concentrations of grease, sugar, prebiotics, probiotics, antioxidants and ingredients that
increase the quality nutritional and organoleptic of the bread.

In this work the effect was analyzed that has the oat flour addition in the rheological of the masses of
bread, to elaborate bread biscuit.

Based on the statistical analysis can be affirmed that it is viable to utilize wheat-oat flours mixtures of
94-6% respectively, without the variations in the parameters of strength tenacity and extensibility
affect in a notorious way the organolepticscharacteristic of the product. Quantities over 6% are not
recommendable for masses biscuit, due to that affect the properties viscoelasticas of the mass.

KEYWORDS: reology, alveografo, flour
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INTRODUCCION

Durante siglos, los cereales el trigo, el arroz, el
maiz, la avena y el centeno han sido alimentos
fundamentales de la dieta. Se han consumido en
todo el mundo en una gran variedad de
productos de acuerdo a cada cultura, civilizacion
y zona geografica, se haadaptado el consume de
uno o varios cereales especificos creando toda
una culturagastronémica.

El pan ha sido uno de los alimentos basicos de la
humanidad; es de los alimentos con gran
porvenir sobre todo en los paises en desarrollo
tanto por su utilizacidon gastronémica como por
las grandes posibilidades que se tienen para
enriquecer la extensa variedad de panes con
otros alimentos o nutrimentos, para satisfacer
las necesidades de la poblacién. Sin embargo, en
las sociedades desarrolladas se ha producido
una disminucidon en su consumo provocado
principalmente por la idea errdnea de que son
alimentos que engordan, la poblacién adulta de
estas civilizaciones actualmente esta creando
un mercado demandante de productos
funcionales y el pan puede convertirse en uno
de estos productos si se le adicionan
ingredientes que locomplementen.
Actualmente los consumidores han comenzado
a ver la dieta equilibrada como parte esencial
para la prevencién de enfermedades crdnicas,
de esta manera se presenta un fendmeno
denominado de autocuidado lo que motiva a
decidir comprar alimentos saludables, con bajo
contenido de grasas saturadas, sin colesterol,
bajo contenido de sal, con aporte de fibra, de
buen sabor, color, olor, textura, con control en el
contenido de calorias, de alto valor nutricio de
buena apariencia al menor costo posible.

El pan es un alimento que con el minimo
esfuerzo digestivo proporciona gran cantidad de
elementos nutritivos y energéticos; es
deficiente en lisina y por norma a la harina
refinada o blanca se le esta adicionando hierro
calcio, tiamina y niacina. Actualmente la
mayoria de las personas prefieren el pan blanco,
pero el pan moreno o integral es mas nutricio,
contiene mas proteinas, grasas, hierro, tiamina,
riboflavina y niacina. El pan integral tiene una
fibra mas indigesta parcialmente fermentable
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por la accion de las bacterias del colon. El efecto
sobre la absorcion de macronutrientes es
minimo en comparacién con el de las fibras
solubles o muy fermentables; en cambio reduce
de manera importante la absorcién de cationes
divalentes (Cherbut, 2002). Considerando lo
anterior a la harina blanca y a la integral con
extraccion de 95% se les puede adicionar otro
cereal que contenga fibras dietéticas solubles
como es el caso de la avena que es uno de los
cereales mas completos, por sus cualidades
energéticas y nutricias tiene buen equilibrio en
el contenido de sus seis aminoacidos esenciales
comparado con lo reportado por la FAO;
contiene 4.2 g de lisina/100 de proteina, mas del
doble que el trigo, por lo que al mezclarse con
este Ultimo se mejora su calidad nutricia
(Garcia,etal., 2007).

La avena es el cereal con mayor porcentaje de
grasa vegetal,el 65 % es de d4cidos grasos
insaturados y el 35% de 4acido linoleico. Sus
hidratos de carbono complejos son de absorcion
lenta, de facil asimilacién, proporcionan energia
durante mas tiempo evitando la sensacién de
fatiga, contiene vitaminas minerales vy
oligoelementos, B1, B2, E, PP, D, niacina,
caroteno, azufre, calcio, fésforo, potasio, sodio,
hierro, magnesio, cobre y zinc y una cantidad
considerable defibrasoluble einsoluble.

En 1997 la FDAescribiod sobre la avenay la fibra
soluble; en esta declaracidén se dice: que la fibra
soluble se distingue de la insoluble por su
capacidad de absorber agua en el intestino, para
crear una masa viscosa a partir de los alimentos
ingeridos, atrapa o retiene acidos biliares y
colesterol evitando su absorcidn en el intestino
delgado. Ayuda a disminuir la presién alta.
Investigaciones cientificas sostienen que el
consumo diario, de aproximadamente tres
gramos de fibra soluble de productos de avena
pueden reducir de manera indirecta el
colesterol total en sangre, con lo que se
previenen problemas cardiovasculares que
representan la primera causa de mortalidad
mundial junto con la diabetes. Las enzimas de la
flora bacteriana benéfica fermentan
parcialmente la fibra soluble produciendo
hidrégeno, didxido de carbono, metano y dcidos
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grasos de cadena corta, principalmente butirico
(Brown,et al., 1999; Prosky, et al., 1988),el pH
intraluminal baja, se mejora el
aprovechamiento de las vitaminas del complejo
B.

Los betaglucanos, presentes en la avena, forman
una peliculafina que protege la pared intestinal,
combate la pirosis, gastritis, ulcera,
estrefiimiento, diarreas, gases, disfunciones
hepaticasy biliares.

En la panaderia se usa laavena generalmente en
forma hojuelas sobre el pan o incluida en la
masa en las galletas de avena, con base en sus
cualidades nutricias es de interés para el
panadero usarla como harina en la gama de
panes que se elaboran, con lo cual
obtendriamos un mayor numero de panes
funcionales. Este trabajo se hizo con la finalidad
de saber cudl es la cantidad de harina de avena
que se puede adicionar a la masa panaria sin
afectar considerablemente sus propiedades
viscoelasticas.

RESULTADOS Y DISCUSION

METODOLOGIA

Materias primas.

Harina comercial marca Turbo Remix 40
(HTR40), sal Ada, agua potable, avena.

Métodos y técnicas. Analisis fisicoquimico,
AACC, 2001, (Cuadro 1). Humedad. 44-15A.
Cenizas. 08-01. Proteinas. 46-10. Gluten. 38-10.
Determinaciones reoldgicas. 54-30A.
Disefio de experimentos.

Se utilizé un disefio experimental
completamente al azar bajo un arreglo factorial.
Se analizaron los cambios que presentan la
fuerza (W), tenacidad (P), extensibilidad (L),
grado de hinchamiento (G) y la relacidn
tenacidad/extensibilidad (P/L) de la masa,
debido a la adicién de inulina (0, 3, 6, 9, v
10.71%).

Los efectos se analizaron mediante analisis de
varianza, a nivel de significancia de p< 0.05 y
comparacién de medias por Tukey (Cuadro 2).

En el Cuadro 1 se presenta los valores de las caracteristicas fisicoquimicas de la harina utilizada.

Cuadro 1. Andlisis fisicoquimico de la masa utilizada.

Determinacion HTR40

Gluten* (%) 10.90 + 0.05
Humedad (%) 11.50+0.01
Cenizas™ (%) 0.50+0.02
Proteina f=5.7* (%) 12.80 £ 0.04
W (10™julios) 309.67+ 0.03
P (mm) 116.33+0.06
L (mm) 66.67 £ 0.03
G 18 £0.05
P/L 1.73+0.10

HTR40, harina Turbo remix;*Base seca.

Con base en los valores de W la harina es de buena calidad panificable; muy tenaz (P=116.33 mm), de
baja extensibilidad (L=66.67 mm), relacion de P/L=1.73 es considerada como fuerte y no equilibrada,
el grado de hinchamiento (G) o volumen de la masa es de 18 lo que indica una aptitud normal para dar
un pan con buen desarrollo de volumen. Con porcentaje de extraccion de 65%, segun la escala de
Mohs. Los valores de humedad (Cuadro 1) se encuentran dentro de lo especificado en la Norma
Oficial Mexicana (NOM-F-19829). El contenido de proteina es bueno.
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En las Figuras 2, 3 y 4 se observa el efecto que
presenta la adicion de harina de avena en
diferentes porcentajes en las caracteristicas de
fuerza, tenacidad, extensibilidad y grado de
hinchamiento de la masa. La adiciéon de
cualquier ingrediente a la masa siempre
modificara sus caracteristicas viscoelasticas,
esto se debe evaluar en funcién de lo que se
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de gluten se adiciona otra harina con mayor
contenido de proteina o se adiciona
directamente gluten, cuando se agregan harinas
gue no tienen las propiedades del gluten, la
calidad panadera de la harina tiende a disminuir,
sin embargo hay que considerar cuanto es
lomaximo que podemos adicionar y en que
beneficiaal consumidor el producto elaborado.

requiera, por ejemplo incrementar el contenido

Figura 1. Harina
testigo

Figura 2. Harinay
avena 3%

Figura 3. Harinay
avena 6%

Figura 4. Harinay
avena 9%

Los alveogramas de las Figuras 1 a 4 representan de forma grafica las cualidades viscoelasticas y el
comportamiento de la masa, cuando a ésta se le adicionaron diferentes cantidades de avena. La
elasticidad y plasticidad de las masas registradas en el alvedgrafo estan directamente relacionadas
conel gluteny el equilibrio de las proteinas que lo conforman.La W o fuerza estd dada por el area bajo
la curva de las Figuras 1 a 4y se observa que disminuye significativamente conforme se incrementa la
cantidad de avena adicionada Cuadro 2, lo anterior se debe a que disminuye el porcentaje de gluteny
se pierde extensibilidad en la masa.

Latenacidad de la masa estd dada por la altura de cada curva de las Figuras 1 a4 y cambia aumentando
significativamente cuando se le adiciona el 9% de avena. Sin embargo con base en el valor de W (263) y
lo reportado por Calaveras (1996) la harina todavia es panificable y puede utilizarse para elabora
productos en los cuales la masa no requiera desarrollo total de la red proteica, por ejemplo en panes
de los grupos plano y esponjados (tostadas, cochinitos,magdalenas, yoyos, etc.) a excepcion de
mantecadas.

Cuadro 2. Andlisis de medias de los pardmetros evaluados.

Tratamientos Fue_zza (W) Tenacidad Extensibilidad p/L G
10" Julios (P), mm (L), mm

MTO 309.67° 116.33¢ 66.672 1.73° 18.00°

M3 318.00° 128.00° 63.33° 2.00® 17.67°

M6 251.00° 119.33¢ 54.67° 2.20° 16.00°

M9 263.00° 145.33° 44.00° 3.30° 15.00°

DMS 4.5913 8.1644 3.2023 0.2721 0.7548

Promedios con la misma letra no son estadisticamente diferentes.
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Con valores de P>100 la harina es de elevada
tenacidad, requiere de mds agua para obtener
consistencia adecuada de trabajo (Cuadro 2),
también es necesario considerar la que absorbe
lafibradelaavena.

Elvalor de L expresa la extensibilidad de la masa,
en las Figuras 1 a 4 estd representada por la
longitud de la abscisa o basadelagraficaenmm,
los valores de este parametro (Cuadro 2),
presentan un efecto negativo en su calidad
llegando a ser de baja extensibilidad, a partir de
la adicidn del 9% de avena la extensibilidad de la
masa es muy baja, por lo que no es factible
utilizar esta cantidad en masas tipo bizcocho.
Con base en valores reportados por Calaveras,
(1996), una excelente extensibilidad es de 90 a
115mm.

Los valores de P/L nos indican la relacion entre la
tenacidad y la extensibilidad, del equilibrio de
ambas depende el destino mds adecuado de la
harina (bolleria, galletas, fabricacion de pastas),
el valor de P/L de MTO, nos indica que
corresponde a una masa panaria de trigos
mejoradores (W=309.67), a medida que se
incrementa la adicion de avena, la relacion de
P/L aumenta lo que significa que se presenta un
desequilibrio entre tenacidad y extensibilidad,
efecto no positivo para la calidad de la masa. La
avena influye mds sobre la caracteristica de
extensibilidad de la masa misma que estd
directamente relacionada con la capacidad de
retencion de gases, porlo que G disminuye.

El valor G, llamado grado de hinchamiento estd
relacionado con el volumen de aire que
necesitamos para romper el alveolo formado al
insuflar aire en la masa, indica la aptitud de la
harina para ser trabajada, con un numero
elevado de G>20, da un pan con buen desarrollo
de volumen debido a la capacidad de la masa de
retener el CO, producido durante la
fermentacion. Analizando los valores de G
Cuadro 2,se observa que hay diferencia
significativa negativa con la adicidn de 9% de
avena la masa presenta muy baja capacidad de
retencidn de CO,. Cantidades menores o iguales
a 6% de avena se pueden utilizar en masa para
bizcocho, con ligera disminucién de volumen
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peroaceptable por el consumidor.

CONCLUSIONES:

La adicién de harina de avena influye
significativamente en las propiedades
viscoelasticas de lamasa panaria.

Es viable utilizar mezclas de harinastrigo-avena
en porcentaje de 94-6% respectivamente; sin
que las variaciones en los parametros de fuerza
tenacidad y extensibilidad afecten de manera
notoria las caracteristicas organolépticas del
producto.

En pan blanco (Bolillo, telera...) se puede
adicionar hasta un 3% de harina de avena.

En productos esponjados que no requieren de
un desarrollo completo de la red proteica se
puede utilizar un 9% de avena.

La adicion de avena le permite al panadero
ofrecer mayor variedad de pan de mejor calidad
saludable.
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