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Caracterizacion de una coleccion de entradas de Phaseolus lunatus para composicion
nutritiva.

Resumen:

El “Garrof6 Valencia” o “Garrof6” (Phaseolus lunatus L.) es uno de los productos agrarios
genuinamente valencianos méas conocidos. Recientemente, se esta produciendo un incremento de la
demanda de este judién valenciano, caracterizado por su calidad, pero también por su diversidad
morfoldgica. En este trabajo se realiza una caracterizacion para componentes de calidad nutricional
de una coleccion de 31 entradas valencianas de “Garrof6”. Esta coleccidn incluye diversidad de tipos
en cuanto a su habito de crecimiento, asi como de pigmentacion del grano (tipo ‘Cella’, ‘Cella amb
punts’, ‘Cella reduida’, ‘Pintat’ y ‘Ull de Perdiu’). El objetivo es obtener informacion en estas
entradas sobre su contenido en humedad, grasa, proteina, fibra, hidratos de carbono, polifenoles,
antioxidantes y contenido en minerales evaluado a partir del porcentaje en cenizas. Por otra parte, se
calcul6 también el valor energético o calérico de dichas entradas de “Garrofé”. Los datos generados
permitiran obtener los perfiles de calidad asociados a cada uno de los tipos varietales del “Garrof6”
existentes. Ademas, se obtendra informacion sobre las diferencias de este respecto a otros judiones
de procedencia foraneo que muchas veces se venden como “Garrofé”. Esto contribuird de forma
crucial al establecimiento de este como un producto agrario valenciano de calidad diferenciada. Por
altimo, paralelamente a este ensayo, se caracterizaron fenotipicamente estas entradas valencianas de
“Garrofo” haciendo uso de diversos descriptores con el objetivo de establecer relaciones entre sus
caracteristicas fenotipicas y nutricionales.

Abstract:

The "Garrof6 Valencia" or “Garrof6” (Phaseolus lunatus L.) is one of the best-known Valencian
agricultural products. Recently, there has been an increase in the demand for this Valencian bean,
characterized by its quality, but also by its morphological diversity. In this work, a characterization
for nutritional quality components of a collection of 31 Valencian entries of "Garrofo" is carried out.
This collection includes a diversity of types in terms of growth habit, as well as grain pigmentation
(‘Cella’ type, ‘Cella amb punts’, ‘Cella reduida’, ‘Pintat’ and ‘Ull de Perdiu’). The objective is to
obtain information in these entries about their content in humidity, fat, protein, fiber, carbohydrates,
polyphenols, antioxidants and mineral content evaluated from the percentage of ashes. On the other
hand, the energy value of these entries of “Garrof6” was also calculated. The data generated will
make it possible to obtain the quality profiles associated with each of the existing “Garrof¢” varietal
types. In addition, information will be obtained on the differences between this bean and other foreign
beans that are often sold as "Garrofé". This will crucially contribute to the establishment of this as a
Valencian agricultural product of differentiated quality. Finally, parallel to this essay, these Valencian
entries of "Garrofo" were phenotypically characterized using some descriptors to establish
relationships between their phenotypic and nutritional characteristics.
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1. INTRODUCCION

1.1. ORIGEN Y DOMESTICACION DEL CULTIVO DE P. LUNATUS
La domesticacion de plantas es un proceso evolutivo que opera bajo la influencia del hombre
(Harlan, 1992; Gepts, 2004; Zeder et al., 2006). Gracias a la domesticacion, las variedades locales
surgen de sus progenitores silvestres y durante este proceso, las plantas adquieren un conjunto de
rasgos morfoldgicos Yy fisioldgicos que las hacen diferentes de sus ancestros silvestres. Esto se
conoce como sindrome de domesticacion (Harlan, 1992; Doebley et al., 2006).

El estudio de los procesos de domesticacion de las plantas ha permitido demostrar que algunos
cultivos derivan de una sola domesticaciéon. Sin embargo, también se han podido observar
maltiples eventos de domesticacion en diferentes poblaciones de la misma especie. Ejemplo de
ello son Phaseolus vulgaris L. (el frijol comin o judia) (Gepts y Debouck, 1991; Chacén et al.,
2005) y Phaseolus lunatus L: frijol lima o “Garrof6” (denominacion utilizada en Valéncia)
(Gutiérrez-Salgado et al., 1995; Motta-Aldana et al., 2010).

Phaseolus lunatus se trata de una de las cinco especies domesticadas de Phaseolus (Fabaceae) y
es la segunda especie alimenticia mas importante de este género, después de la judia (Baudoin et
al. 2004). Asi, actualmente se encuentra ampliamente distribuido en zonas tropicales y templadas
alrededor de todo el mundo. Sin embargo, tiene su origen en América y ha evolucionado en el
Neotrdpico durante mas de 10.000 afios (Kaplan y Lynch, 1999; Martinez-Castillo et al., 2014).

Atendiendo a las caracteristicas de las semillas (Debouck et al., 1987), los patrones bioguimicos
de las proteinas de estas semillas (Gutiérrez Salgado et al., 1995; Maquet et al., 1999) y estudios
sobre polimorfismos del ADN nuclear y del cloroplasto (Caicedo et al., 1999; Fofana et al., 1999),
se ha evidenciado dentro de la especie (P. lunatus) la presencia de dos acervos genéticos en la
naturaleza: el mesoamericano (M) y el andino (A). El acervo genético M consiste en semillas de
P. lunatus de pequefio tamafio mientras que el acervo genético A contiene semillas de P. lunatus
de gran tamafio (Baudoin et al., 2004).

Sin embargo, se ha demostrado mediante estudios recientes que utilizan regiones no codificantes
del ADN del cloroplasto (ADNcp) y polimorfismos del espaciador transcrito interno (ITS) del
ADN ribosémico (ADNr) (Motta-Aldana et al., 2010; Serrano-Serrano et al., 2010; Andueza -
Noh et al., 2013) que la organizacion de la diversidad genética de P. lunatus podria ser mas
compleja en el caso del acervo genético mesoamericano. En términos generales, el acervo
genético A se extiende principalmente entre Ecuador y Per( (donde se ha ubicado el centro de
domesticacion) (Gutiérrez-Salgado et al. 1995; Caicedo et al. 1999; Maquet et al. 1999; Motta-
Aldana et al. 2010) mientras el acervo genético M se distribuye desde el sureste de Estados Unidos
y México hasta América Central y América del Sur (figura 1). Sin embargo, estos estudios
recientes manifiestan que este acervo genético no es ni genética ni geograficamente un grupo
compacto; sino que, este grupo se divide en dos subgrupos principales: Mesoamericano | y
Mesoamericano Il (Ml y MII, respectivamente, siguiendo la nomenclatura propuesta por Serrano-
Serrano et al., 2010) (Martinez-Castillo et al., 2014). Particularmente para la variedad silvestre,
MI se encuentra distribuido principalmente en la parte occidental y noroeste del Istmo de
Tehuantepec en México. Por otra parte, el grupo MII se extiende en la zona este y sureste de
México, el Istmo de Tehuantepec, América Central (Guatemala, EI Salvador, Honduras y Costa
Rica), el Caribe (Cuba) y América del Sur (Colombia, sur de Pert y Argentina) hasta el norte de
Argentina (Serrano-Serrano et al. 2010; Motta-Aldana et al. 2010).
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Figura 1. Distribucién geografica de restos arqueol6gicos y accesiones silvestres y domesticadas de acervos genéticos
de P. lunatus en América segun el estudio de Gutiérrez Salgado et al. (1995). Los circulos blancos se refieren a los
tipos cultivados mesoamericanos; los circulos negros, a los tipos silvestres mesoamericanos; las estrellas blancas, a los
tipos cultivados andinos; las estrellas negras, a los tipos silvestres andinos.

Esta gran distribucion y la escasez de muestras silvestres han complicado el descubrimiento del
centro de domesticacion del acervo genético mesoamericano. Sobre la base de la evidencia
reportada por Andueza-Noh, et al. (2013) se propone que MI fue domesticado en el centro
occidente de México donde existen pruebas de domesticacion de al menos otras dos especies
de Phaseolus (Pasheolus vulgaris y Phaseolus acutifolius). Ademas, estos autores también
proporcionan muestras de un posible evento de domesticacion de MlII, que habria tenido lugar en
la zona ubicada entre Guatemala, Honduras y Costa Rica.

Por otra parte, debido a la estrecha relacion filogenética de P. lunatus silvestre con las especies
andinas, Caicedo et al. (1999), Fofana et al. (1999) y Sparvoli et al. (2001) propusieron un origen
andino para P. lunatus. Esto sugiere un origen andino para esta especie.

En conclusion, P. lunatus posee un origen andino experimentando una separacion temprana en
tres acervos genéticos, que evolucionaron principalmente de forma aislada. La distribucion
geografica actual de P. lunatus silvestre probablemente se vio afectada por un evento de
fragmentacion en los Andes del Norte y por la migracion hacia América Central, después de la
formacion del Istmo de Panamé (Serrano-Serrano et al., 2010). Sin embargo, este cultivo no se
introdujo en Europa y Espafa hasta afios més tarde con el descubrimiento de América.



1.2. INTRODUCCION DEL CULTIVO DE P. LUNATUS EN EUROPA Y
ESPANA

Durante el siglo X1V, el cultivo de P. lunatus llegé a Norteamérica, y tras el descubrimiento de
América, a finales del siglo XV y durante el siglo XVI, esta planta se habia expandido a Europa
donde empezd a ser cultivada. Se piensa que durante esta época, los exploradores europeos
tomaron P. lunatus de América y lo esparcieron por todo el mundo. De hecho, Mackie (1943)
destaca a los exploradores espafioles por haber propagado este cultivo por Europa y Asiay jugaron
un papel imprescindible en llevarlo a Africa a través de barcos de esclavos (Nwokolo, 1996). Asi,
durante la época del Virreinato del Perd, se exportaba el cultivo de P. lunatus al resto de América
y a Europa. El nombre inglés de “lima bean” (frijol lima) proviene de las cajas de mercancia con
origen en Lima en las cuales se exportaba este cultivo.

Después de la introduccion a estas diversas zonas ecoldgicas, los cultivares de P. lunatus
experimentaron una adaptacion notable produciéndose las diversas variedades locales que existen
en estas diferentes areas. En el caso de Espafia, tras siglos de cultivo en la Peninsula Ibérica
después de su introduccion en el siglo XVI, los cultivos se adaptaron a nuevos entornos,
evolucionando numerosas variedades locales (Castillo, 2021). Estas variedades locales se
establecieron en los huertos valencianos y el cultivo de P. lunatus pasé a llamarse “Garrofé” o
“Garrof6 Valencia” debido a su parecido al fruto del algarrobo. Sin embargo, la botanica y
taxonomia de P. lunatus dista bastante del cultivo del algarrobo (Ceratonia siliqua).

1.3. TAXONOMIA DEL CULTIVO DE P. LUNATUS
P. lunatus esta actualmente clasificado como una planta de la clase Magnoliopsida (es decir,
dicotileddnea), orden Fabales, familia Leguminosae (0 Fabaceae), género Phaseolus y especie
lunatus.

El género Phaseolus y, en especial, la especie P. lunatus presenta una taxonomia y homenclatura
bastante complejas (Maquet, 1995). Las investigaciones filogenéticas recientes respaldan
firmemente un género monofilético, aunque el nimero exacto de especies dentro del género ain
se esta debatiendo (Debouck 1999). Sin embargo, probablemente haya alrededor de 50 especies
en el género, de las cuales 5 son domesticadas: P. vulgaris L. (judia), P. lunatus L. (frijol lima o
“Garrof6”), P. coccineus L. (judia escarlata), P. acutifolius A. Gray (frijol tépari) y P. polyanthus
Greenm. (Baudoin et al. 2004).

El género Phaseolus puede dividirse en 9 clados que engloban las diferentes especies del género
(Delgado- Salinas et al., 1999). Por lo tanto, a pesar de que las 5 especies domesticadas de
leguminosas pertenecen al género Phaseolus, se ha demostrado mediante estudios de cruzabilidad
gue no pertenecen al mismo clado o grupo. P. acutifolius, P. coccineus, P. polyanthus y P.
vulgaris estan incluidas dentro del grupo Phaseolus vulgaris (aunque P. coccineus, P. polyanthus
y P. vulgaris estan mucho mas estrechamente relacionadas entre si) y P. lunatus esta incluida en
el grupo Phaseolus lunatus (Debouck, 1991; Delgado- Salinas et al., 1999). Asi, todos los intentos
de cruzar P. vulgaris con P. lunatus han fracasado hasta ahora en producir un hibrido viable y
fértil (Al-Yasiri y Coyne 1966; Mok et al. 1978; Leonard et al. 1987; Kuboyama et al. 1991). El
cruce reciproco P. lunatus x P. vulgaris es aun mas dificil de obtener (Rabakoarihanta et al. 1979).
Esta dificultad para obtener hibridos fértiles viables entre P. vulgaris y P. lunatus confirma su
distinta posicion taxondémica en el género y tiene un gran impacto ya que la hibridacion es una
fuente de diversidad genética y adaptacion de especies.



Ademas, debido a la amplia heterogeneidad de sus formas silvestres y cultivadas, Baudet (1977a)
propuso dos variedades botanicas: P. lunatus var. silvester y P. lunatus var. lunatus.

Phaselus lunatus var silvester incluye las formas silvestres. Por su parte, Phaseolus lunatus var.
lunatus contiene las formas cultivadas. Dentro de esta variedad botanica son conocidos tres
cultigrupos, definidos por el tamafo y forma de la semilla: cultigrupo Gran Lima, consiste en
semillas grandes y planas; cultigrupo Sieva, con semillas de tamafio medio y de forma arrifionada;
y cultigrupo tipo Papa, con semillas pequefias de forma globular (Baudet, 1977b).

1.4. DESCRIPCION BOTANICA DEL CULTIVO DE P. LUNATUS

En cuanto a su botanica, P. lunatus es una especie herbacea que incluye tipos arbustivos
determinados anuales y tipos trepadores indeterminados perennes. Los tipos arbustivos son
cortos, de unos 0,6 m de altura, mientras que los tipos trepadores miden entre 2 y 5 m. (Nwokolo,
1996). Por otra parte, presenta un sistema radicular muy ramificado alcanzando profundidades de
mas de 1 m y donde forman nddulos simbi6ticos con bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico
(FAO, 2018). Ademas, como se observa en la figura 2, posee hojas alternas, trifoliadas; el apice
agudo o acuminado corto; los margenes sinuosos; haz verde oscuro, opaco, glabro, con nervadura
ligeramente prominente; envés verde palido, glabro, con la nervadura primaria y secundaria
prominentes; foliolo terminal de 5.5-11 x 3.5-7.5 cm; estipulas triangulares y peciolos de 6,5-9
cm de largo. Desarrollan inflorescencias en racimos axilares, largas (3-30 cm) con las flores en
grupos de 2 por nudo de la inflorescencia; pedicelos de 6-9 mm de largo, pilosos; céliz de 2-2.5
mm de largo, verde, campanulado; corola blanca, amarillenta, rojiza o lila; el estandarte, de 7-10
mm de largo; 9 estambres fusionados y 1 libre; ovario pubescente. (Acevedo-Rodriguez, 2005).

Figura 2. llustracion de planta de P. lunatus mostrando hojas alternas, trifoliadas; inflorescencias y vainas oblongas
deshicientes (Laureano y Avellaneda, 2018).

P. lunatus se caracteriza por ser una especie bisexual en la que la autogamia se ve favorecida por
la madurez sincronizada de los granos de polen y el estigma en sus flores, asi como por la
proximidad dentro del boton floral (Martinez-Castillo et al., 2007). Sin embargo, se han observado
tasas de entrecruzamiento de 0,02% hasta 48%, segun el genotipo, la distancia entre las plantas,
las condiciones de crecimiento, las poblaciones locales de insectos polinizadores y la direccion
del viento (Baudoin et al., 1998; Zoro Bi et al., 2005).



Cada planta de P. lunatus produce en la madurez una gran cantidad de frutos. Este fruto se trata
de una vaina oblonga deshicente (figura 2), de 5-10,5 cm de largo y 1,2-2,5 cm de ancho
conteniendo de 2 a 4 semillas. Las semillas son reniformes y aplanadas, con un tamafio de 12-13
x 8,5-9,5 mmy con color variable pudiendo ser blanca, amarilla, verde, marrén, rosada, morada,
roja, negra o moteada de diversas formas, frecuentemente con lineas transversales que irradian
desde el hilio (figura 3). (Lim, T.K., 2012).

Figura 3. Semillas de P. lunatus moteadas verdes y moradas con lineas transversales que irradian desde el hilio
(Lim, T.K., 2012).

1.5. IMPORTANCIA ECONOMICA DEL CULTIVO DE P. LUNATUS

1.5.1. Importancia econdmica a nivel mundial
Como ya se ha mencionado, P. lunatus se trata de la segunda especie alimenticia mas importante
de este género, solo después de la judia (Baudoin et al. 2004). Asi, P. lunatus es cultivado en
muchos paises y; aunque prefiere climas de selva tropical, tropical monzénico y sabana tropical,
tolera climas templados calidos; por lo que, se encuentra en &reas tropicales y en algunas regiones
templadas de la Tierra (figura 4) (Temegne et al., 2021).

Saurce: ILDIS (2014) modified




Figura 4. Mapa de distribucion geogréfica del cultivo de P. lunatus a nivel mundial (Temegne et al., 2021).

Se agrupa con otras leguminosas de grano en FAOSTAT, lo que justifica la ausencia de datos de
produccién especificos de la especie. A pesar de la ausencia de estadisticas de produccion
mundial, la produccion de P. lunatus es de aproximadamente 200.000 toneladas/afio (Temegne et
al., 2021). Estados Unidos fue el principal productor en 1995 cultivando aproximadamente 21.000
hectareas con una produccion de 70.000 t/afio, seguido por Madagascar (8.000 t/afio y con un area
cultivada que varia de 3.000 a 19.000 ha) y Pert (5.000-5.500 t/afio y 5.000-6.000 ha
cultivadas). Se estimé que, en Africa, el area sembrada con P. lunatus en los tropicos himedos y
subhumedos (especialmente Sierra Leona, Costa de Marfil, Liberia, Nigeria, Ghana y la
Republica Democratica del Congo) fue de 120.000-200.000 ha en la década de 1980, con un total
de produccién anual de 50.000 a 100.000 t. En Asia, Birmania es el mayor productor (Baudoin,
2006).

En Estados Unidos, anualmente, se plantaban 40.000 acres (aproximadamente 16.000 ha) de P.
lunatus en la década de los 2000. Aqui, la produccion estaba concentrada en California, el
noroeste del Pacifico, ciertas areas de Wisconsin, Illinois y Minnesota, Delaware (con una
superficie cultivada mayor que cualquier otro cultivo vegetal) y otras regiones del Atlantico
Medio (E. Kee et al., 2004). Sin embargo, en el transcurso de los Gltimos afios se ha observado
una ligera disminucion de la superficie cultivada de P. lunatus en Estados Unidos debido a la
sustitucion por otros cultivos de mayor valor. Prueba de ello son los datos observados en
California; donde, sin embargo, el precio mostré una tendencia ascendente bastante significativa
superando los 600$/t (figura 5), basandose su comercio en la industria conservera o exportaciones
al extranjero (principalmente a Japén) (Long et al., 2014).
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Figura 5. Superficie (acres), rendimiento (libras/acres) y precio ($/quintales) de la variedad americana de P. lunatus
“large lima” en California, 2004-2013. (Long et al., 2014).

Ib: libra; ac: acre; cwt: quintal

Sin embargo, a nivel del estado espafiol, esta leguminosa es poco cultivada y su importancia esta
limitada a la Comunidad Valenciana.



1.5.2. Importancia econémica en la Comunidad Valenciana
Entre todas las leguminosas que se cultivan en Valencia, hay una que por su singularidad merece
un puesto de honor en la gastronomia local: el “Garrof6” o “Garrofé Valencia”, como lo
denominan los productores para diferenciarlo de otros productos que llegan de Sudamérica.
Aunque el “Garrof6” es una leguminosa bastante desconocida fuera de la Comunitat VValenciana,
es muy apreciada por los valencianos porque es un elemento imprescindible de uno de los platos
valencianos con mas proyeccion internacional, la paella.

El cultivo estd limitado en las comarcas litorales de la franja mediterranea por el clima y la
tradicion. Por otra parte, la productividad suele ir asociada a la complejidad de su cultivo, ya que
es un producto muy sensible a la climatologia, especialmente a las olas de calor que se dan durante
el verano y que afecta directamente a la flor, evitando que prospere el fruto (Arufe, 2021).
Ademas, hace afios que se importa “Garrofé” foraneo parecido y a bajo precio, lo que ha causado
que en los campos valencianos sea poco cultivado, reduciéndose a extensiones pequefias, menores
de una hectarea.

Por estas razones, en el “Garrof6” se ha reducido en mas de un 75% la superficie cultivada en los
ltimos tiempos a causa de las dificultades para competir por costes con las importaciones
foraneas y de las elevadas exigencias que requiere el cultivo. Como consecuencia, agricultores,
cocineros y personas preocupadas por la pérdida de esta legumbre han decidido impulsar una
iniciativa de caracter promocional y divulgativo para buscar la denominacion de origen como es
la creacion de 1’ Associacié de Productors de Garrofé Valencia en 2018 (i Oltra, 2014).

En este contexto de progresiva pérdida del “Garrof6” surge la cuestion sobre la importancia que
tienen las variedades tradicionales de los cultivos, la necesidad de conocerlas y, a través de este
conocimiento, asegurar su preservacion.

1.6. IMPORTANCIA DE LAS VARIEDADES TRADICIONALES EN LA
AGRICULTURA ACTUAL

Varias definiciones de variedad tradicional han surgido desde finales del siglo X1X. Estas fueron
descritas por Harlan (1975) como “poblaciones que han evolucionado en sociedades agricolas
como resultado de presiones de seleccion humana artificiales de milenios de duracion, mediadas
por la migracion humana, el intercambio de semillas y la seleccion natural”. Debido a su
naturaleza compleja, Zeven (1998) concluy6 que no se puede dar una definicion global. Sin
embargo, mas recientemente, Camacho Villa et al. (2005), propusieron la siguiente definicion de
variedad tradicional: “es una poblacion dinamica de una planta cultivada que tiene un origen
historico, una identidad distintiva y carece de mejoramiento formal del cultivo, ademas de ser a
menudo genéticamente diversa, adaptada localmente y asociada con los sistemas agricolas
tradicionales” (Newton et al., 2011).

La mejora genética (en un sentido diferente en que se entiende hoy en dia) ha sido llevada a cabo
por agricultores durante miles de afios. Estos agricultores contribuian a la expansion de la
agricultura y a la adaptacion de sus cultivos a nuevos climas cuando migraban de un lugar a otro
llevando consigo las semillas de sus cultivos. Este proceso, a lo largo de miles de afios, condujo
a la formacion de las variedades tradicionales.

Las variedades tradicionales fueron el centro de interés de la produccién agricola hasta finales del
siglo X1X con el redescubrimiento de las leyes de Mendel y el remplazo de la mejora genética



realizada por agricultores por la mejora genética mediante investigacion cientifica en laboratorios.
A mediados del siglo XX ocurri6 la Revolucién Verde, la cual provocd grandes cambios en la
agricultura. Este término fue acufiado en 1968 por William S. Gaud, el director de USAID
(Agencia de los Estados Unidos para el Desarrollo Internacional) para indicar el resultado del
desarrollo de una estrategia basada en nuevos cultivares, fertilizantes, riego, pesticidas y
mecanizacion. Esta estrategia se basé en el desarrollo de cultivos de alto rendimiento y tuvo entre
otras consecuencias, un declive dramatico de la agrobiodiversidad ya que las nuevas variedades
(muy similares genéticamente al proceder de un germoplasma estrecho) sustituyeron a las
variedades tradicionales amenazando su extincion (Ceccarelli, 2012).

Por tanto, se distingue entre variedades tradicionales y cultivares modernos (cultivares de élite),
siendo estos ultimos el resultado de programas formales de mejoramiento de cultivos (Newton et
al., 2011). Estos cultivos modernos han sido mejorados para presentar un elevado rendimiento.
Por su parte, las variedades tradicionales se caracterizan por la tolerancia a enfermedades debido
a que, segun Frankel et al. (1995), los componentes de una poblacion genéticamente diversa
(como una variedad tradicional) tienen un efecto amortiguador del efecto de las enfermedades al
reducir la propagacion de patégenos. Ademas, presentan resistencia o tolerancia a plagas y
diversos estreses abidticos (como el aumento de la aridez y las sequias), constituyendo un
reservorio de diversidad genética que es interesante para futuros trabajos de mejoramiento, asi
como para el desarrollo de nuevos sistemas agricolas y nuevos productos (Marone et al., 2021).

Por esta razon, tiene cada vez mas importancia la labor de los bancos de germoplasma y las
practicas de conservacién “in situ” para preservar la diversidad genética de las variedades
tradicionales y para satisfacer las necesidades futuras de la agricultura sostenible en el contexto
del cambio climéatico (Newton et al., 2011).

1.6.1. Variedades tradicionales de “Garrof6”
Las variedades tradicionales de esta especie no son una excepcion a lo ocurrido en la agricultura
actual. Asi, estan siendo reemplazadas por variedades comerciales y representan un cultivo
testimonial en pequefias areas del continente europeo. Son pocos los agricultores que las cultivan
actualmente debido a la competencia que supone la importacién a bajo precio de variedades de P.
lunatus provenientes de Sudamérica u otras judias semejantes. De esta forma, a diferencia de P.
vulgaris, no se han realizado casi estudios de caracterizacién de las variedades cultivadas y mucho
menos estudios de los factores que limitan su rentabilidad o programas de mejora para su solucion.

En Valéncia, las variedades tradicionales autéctonas cultivadas son las conocidas como ‘Pintat’,
‘Ull de Perdiu’ y ‘De la Cella’. El uso de esta especie en el este de la Peninsula Ibérica en la
cocina tradicional es muy antiguo y, a dia de hoy, solo existen referencias del uso de estas
variedades en los Gltimos 100 afios en la Comunidad Valenciana (Tardio et al, 2018).

Estas variedades tradicionales valencianas se caracterizan sobre todo por presentar antocianos en
el tegumento de la semilla, a diferencia de las semillas importadas de Per(, que son
completamente blancas y no muestran ningln tipo de pigmentacion. En principio, los agricultores,
atendiendo al patron de distribucion de estos antocianos en la superficie de las semillas, han
clasificado sus variedades en las citadas ‘Pintat’, ‘Ull de Perdiu’ y ‘De la Cella’. Asi, el “Garrofo
De la Cella” (de la ceja) se identifica por tener uno de sus extremos de color marrén oscuro a
negro, cerca del I6bulo de la radicula del embrion; el “Garrofo Ull de Perdiu” (ojo de perdiz)
presenta un caracteristico ojo morado que rodea la zona hilioseminal; y el “Garrof6 Pintat”



(pintado) con manchas de color marrdn oscuro distribuidas de forma irregular en toda la cubierta
externa de la semilla (Martinez-Nieto et al., 2020).

- Vige Perdv

'Celia Negra'

Figura 6. Caracteristicas morfoldgicas y pigmentacion de las semillas de un cultivar comercial de P. lunatus importado
de Pera y de las variedades tradicionales de “Garrofo™: ‘Pintat’, ‘De la Cella’ y Ull de Perdiu’. (Martinez-Nieto et al.,
2020).

1.7. CALIDAD EN LAS VARIEDADES TRADICIONALES

Como ya se ha mencionado a lo largo del presente estudio, la importancia del “Garrofé” se debe
a ser ingrediente de la paella valenciana. Las diferentes variedades tradicionales de este “Garrof6”
son una parte primordial del patrimonio del pueblo valenciano. Durante afios, los labradores han
seleccionado variedades para adaptarlas a las condiciones de cultivo de la tierra, con las mejores
propiedades organolépticas y caracteristicas fisicas (el sabor, el olor, la textura y el color). Asi, a
pesar de las ventajas de los cultivos modernos, muchos consumidores estan reclamando la
recuperacién de las variedades tradicionales, que se asocian a la cultura local y se consideran
organolépticamente mejores (Tardio et al, 2018).

En cuanto a datos sobre la composicion del “Garrof6”, no constan estudios que los recojan. Sin
embargo, debido a que P. lunatus es muy popular en los EE. UU., su quimica ha sido determinada
como parte de una investigacion de alimentos cominmente consumidos (Haytowitz, 1986). El
contenido de proteinas es de aproximadamente 20-25,9%, con una media de alrededor del 22%,
aungue puede haber pequefias variaciones en el valor debido a diferencias en el genotipo y la
ecologia. Por otra parte, P. lunatus tiene un bajo contenido en grasa (0.6-3.5%), teniendo la
mayoria de las muestras un contenido de alrededor del 1,5% y, en consecuencia, los acidos grasos
no contribuyen de manera significativa a la energia dietética. Ademas, el contenido en cenizas es
moderado (3.4-6,4%) con un valor medio de alrededor del 5% vy el contenido en fibra también lo
es (4.3-7.5%), con un valor medio de alrededor de 5.6% (Nwokolo, 1996).



Tabla 1. Composicion proximal de las variedades americanas de P. lunatus “large lima” y “baby lima” crudas y
cocidas (Nwokolo, 1996).

Contenido (por 100g)
“Large lima” “Baby lima” “Large lima” “Baby lima”

crudo crudo cocido cocido

Humedad (g) 10,17 12,07 69,79 67,15
Proteina () 21,46 20,62 7,8 8,04
Grasa (9) 0,69 0,93 0,38 0,38
Carbohidratos (g) 63,38 62,83 20,89 23,31
Fibra () 6,34 5,71 3,09 3,59
Minerales (g) 4,3 3,55 1,15 1,12
Valor energético (kcal) 338 335 115 126

Por otra parte, las leguminosas estan siendo ampliamente estudiadas porque sus frutos
proporcionan grandes beneficios al ser consumidos. Estos proporcionan al cuerpo una gran
cantidad de antioxidantes y compuestos bioactivos como polifenoles, isoflavones, etc., que son
esenciales en la actualidad ya que, estan implicados en la prevencion de diversas enfermedades
y, al ser antioxidantes de origen natural, no producen efectos colaterales al momento de su ingesta
(Tello Fonseca, 2018). Asi, P. lunatus se caracteriza por presentar también compuestos
funcionales de gran interés alimentario.

Existen unos pocos estudios sobre el “Garrof6d”, como los ensayos de Martinez-Nieto et al. (2020),
Arteaga et al. (2018) o Castillo (2021); sin embargo, se trata de estudios parciales. En este
contexto de ausencia de datos para las variedades valencianas se ha planteado la necesidad de
hacer estudios mas completos en el “Garrofé” y, por ello, se aborda este trabajo.
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2. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es obtener informacion sobre los caracteres de composicion nutritiva
en los distintos tipos varietales del “Garrof6” existentes. Asi, se han estudiado diferentes
pardmetros de calidad de la semilla en 31 variedades locales de “Garrof6” procedentes del
Instituto Universitario de Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (COMAV) y
dos controles. Esto contribuira de forma crucial al establecimiento del “Garrof6” como un
producto agrario valenciano de calidad diferenciada.

Para ello se plantean los siguientes subobjetivos:

. Determinar el contenido de humedad, grasa, proteina, fibra, hidratos de carbono,
polifenoles, antioxidantes, contenido en minerales evaluado a partir del porcentaje en cenizas y
valor energético o caldrico de dichas entradas de P. lunatus.

. Evaluar estadisticamente las posibles diferencias de los parametros de calidad entre las
31 variedades locales y los dos controles. Evaluar estadisticamente la posible correlacién entre
las caracteristicas de fenotipado de las diferentes plantas de “Garrof6” y el contenido de los
componentes de calidad nutricional de sus semillas. A partir de estos resultados se persigue
determinar si se pueden establecer perfiles de composicién o calidad asociados a los distintos
tipos varietales que se establezcan.

. Obtener las diferencias del “Garrofé” respecto al “Garrof6” foraneo en cuanto a
caracteristicas de composicion o calidad, y determinar, por tanto, si hay un efecto de las
condiciones edafoclimaticas y las practicas de cultivo sobre los pardmetros de calidad de la
semilla cultivada en la Comunidad Valenciana respecto al cultivado en Perd.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL
Caracterizacion de composicion.

Se emplearon 31 variedades locales de “Garrof6” procedentes del Instituto Universitario de
Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (COMAYV). Ademas, se utilizaron dos
controles comerciales. Uno de ellos fue una seleccion comercial “Garroféon Valenciano” de la
casa Mascarell (entrada 35) y el otro fue semilla comercial “Garrofon Algitama” comprada en la
cadena de supermercados “CONSUM?” con origen Pert (entrada 34). Todas estas entradas fueron
cultivadas durante el ensayo tal y como se expone en el siguiente apartado de “Condiciones de
cultivo”. Por otra parte, se utilizd otro control consistente en semilla comercial del “Garrofon
Algitama” con origen Pert (entrada 34) que fue analizada directamente (entrada “Pera”). Tanto
las variedades locales como los controles se presentan en la tabla 2.

Caracterizacion fenotipica.

Se emplearon las mismas 31 variedades locales de “Garrofé” procedentes del Instituto
Universitario de Conservacion y Mejora de la Agrodiversidad Valenciana (COMAV) vy los
controles comerciales entradas 34 y 35. Todas estas entradas fueron cultivadas durante el ensayo
tal y como se expone en el siguiente apartado de “Condiciones de cultivo”.

Tabla 2. Listado de las variedades locales y controles empleados en la caracterizacion de composicion descritos por su

procedencia.

NUMERO DE CODIGO GCMVTV PROCEDENCIA
LA ENTRADA
1 PH-ALCALAXIVERT-1 Alcala de Xivert, Castelld
2 PH-ALBORAIA-1 Alboraia, Valéncia
3 PH-GANDIA-1 Gandia, Valencia
4 PH-BENAGUASIL-1 Benaguasil, Valéncia
5 PH-AGULLENT-1 Agullent, Valencia
6 PH-VILAFAMES-1 Vilafamés, Castell6
7 PH-NULES-1 Nules, Castelld
8 PH-SOLLER-1 Soller, Mallorca
9 PH-MELIANA-1 Meliana, Valéncia
10 PH-SAN ANTONIO DE San Antonio de Benagéber, Valéncia
BENAGEBER-1
11 PH-BENAVITES-1 Benavites, Valéncia
12 PH-MUTXAMEL-1 Mutxamel, Alacant
13 PH-FOIOS-1 Foios, Valéncia
14 PH-CATARROJA-1 Catarroja, Valéncia
15 PH-ALQUERIES-1 Alqueries, Castello
16 PH-MASSAROJOS-1 Massarrojos, Valéncia
17 PH-BENAVITES-2 Benavites, Valéncia
18 PH-MONCADA-1 Moncada, Valéncia
19 PH-VERA(VALENCIA)-1 Vera, Valéncia
20 PH-MONCADA-2 Moncada, Valéncia
21 PH-CARCAIXENT-1 Carcaixent, Valéncia
23 PH-CARCAIXENT-3 Carcaixent, Valéncia
24 PH-(IVIA, 106-1)-1 (IVIA, 106-1), Valéncia
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25 PH-(IVIA, 109-1)-2 (IVIA, 109-1), Valéncia

26 PH-ANNA-1 Anna, Valéncia

27 PH-CATARROJA-2 Catarroja, Valéncia

28 PH-VILAREAL-1 Vila-real, Castello

29 PH-VILAREAL-2 Vila-real, Castelld

30 PH-VILAREAL-3 Vila-real, Castelld

31 PH-MELIANA-2 Meliana, Valéncia

32 PH-MELIANA-3 Meliana, Valéncia

34+ CONTROL COMERCIAL GARROFON ALGITAMA CONSUM

35 CONTROL COMERCIAL GARROFON VALENCIANO MASCARELL
PERU** CONTROL COMERCIAL GARROFON ALGITAMA CONSUM

**Muestra comercial con origen Perq.

*Muestra de P. lunatus obtenida a partir del cultivo en Valéncia de semilla comercial con origen Perd.

A continuacién, en la figura 7, se expone una fotografia representativa de cada una de las
semillas cultivadas durante el ensayo.

Figura 7. Foto de una semilla representativa de cada una de las entradas cultivadas en el ensayo.
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3.2. CONDICIONES DE CULTIVO
El ensayo fue establecido al aire libre, en una parcela ubicada en el municipio de Alcasser
perteneciente a la provincia de Valencia de la Comunitat Valenciana (coordenadas 39°23'42.0" N
0°27'00.4" O). La parcela presentaba un suelo de estructura franco-arcillosa.

Se estudiaron un total de 33 entradas (31 variedades locales de “Garrofé” y los controles
comerciales “Garrofén Valenciano” de la casa Mascarell y “Garrofon Algitama” comprado en la
cadena de supermercados “CONSUM?” con origen Peru). Se cultivaron para cada entrada un total
de 18 plantas, distribuidas en 3 bloques de 6. Los bloques de las 31 entradas y los 2 controles se
distribuyeron al azar.

El trasplante se realiz6 el 15 de marzo de 2021. Las plantas se dispusieron protegidas en tunel de
manta térmica con arcos de metal. La primera semana de mayo se retir6 la manta térmica. A
continuacion, las plantas se cultivaron entutoradas empleando la estructura en barraca con cafias
tipicamente valenciana. Se utiliz6 un sistema de riego por goteo. La fertilizacion consistié en un
aporte en vertedera consistente en abono ternario 8-8-22 a una dosis de 1.200 kg/ha.

3.3. CARACTERIZACION FENOTIPICA
Para la caracterizacion fenotipica de las 33 entradas de P. lunatus cultivadas se emplearon un total
de 12 descriptores, 5 cualitativos y 7 cuantitativos, (tabla 3) de P. lunatus (IBPGR,1982). Los
caracteres de planta se evaluaron en 6 plantas en cada bloque y los de semilla en el namero de
semillas que se utilizo.

Tabla 3. Descriptores de Phaseolus lunatus empleados para la caracterizacién fenotipica.

CARACTERISTICA UNIDAD O ESCALA DE MEDIDA

. Determinado
. Indeterminado
. Sin patron
Verde
. Marron claro
. Marron oscuro
. Rojo
. Rojo pdrpura
. Negro
0. Sin patrén
1. Patron alrededor del ojo solamente
2. Ojo distinto con pocas motas en el cuerpo
3. Ojo distinto con muchas motas en el cuerpo
4. Ojo distinto con manchas en
3. Patrdn de cubierta de la semilla < 50% del cuerpo
5. Ojo distinto con manchas en
>50% del cuerpo
6. Ojo ligado a otras partes del patrén, manchas en la
region del hilio (més desarrolladas hacia el micropilo),
algunas motas pueden estar presentes

1. Patron de crecimiento

2. Patron de color

o UA WNRE ONBRE
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4. Forma de la semilla

5. Longitud de la semilla

6. Anchura de la semilla

7. Peso de la semilla

8. Longitud del racimo floral

9. Forma del pico de la vaina

10. Anchura de la vaina
11. Longitud de la vaina
12. NUmero de semillas por vaina

-0 0-00-00

00000
0 00000
C

7. Ojo ligado a otras partes del patron, mancha que
cubre la regién del hilio y anverso, algunos pueden
estar presentes motas

8. Ojo ligado a otras partes del patron, mancha que
cubre la region del hilio, zona posterior, frente y quilla,
motas presentes en el resto del cuerpo

9. Ojo vinculado a otras partes del patrén, mancha en
la region del hilio, el cuerpo tiene bandas que irradian
de la region del hilio

10. Ojo vinculado a otras partes del patrén, mancha en
region del hilio, el cuerpo tiene bandas orientadas
radialmente y transversalmente

11. Cuerpo escasamente moteado

12. Cuerpo moderadamente moteado, algunas unidas
para formar una mancha

13. Cuerpo intensamente moteado, el fondo de la
semilla esta casi escondido

Semilla tomada de la mitad de la vaina, consulte la
figura 8 para conocer los estados del descriptor

mm

mm

mg

cm

1.Pico corto

2.Pico de media longitud

3. Pico largo

4. Pico grueso

cm

c
Promedio de 20 vainas maduras elegidas al azar

3

12

Figura 8. Descriptor de forma de la semilla de P. lunatus.
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3.4. CARACTERIZACION DE COMPOSICION

3.4.1. Procesado de muestras para caracterizacion de composicién
De cada bloque de estas entradas cultivadas se recogié una muestra de 125 g que fueron
procesadas para su posterior caracterizacion de composicion.

Se tritur6 cada blogue de cada entrada de P. lunatus usando un molinillo eléctrico (limpiandolo
entre muestra y muestra con etanol al 70% para disminuir la contaminacion).

Tras obtener las muestras trituradas en forma de polvo, por una parte, se pesé un crisol (haciendo
uso de una balanza KERN 573-34), anotando el peso y tarando. A continuacion, se pesaron sobre
el crisol 5 g de la muestra triturada para el analisis de humedad.

Por otra parte, se pesaron aproximadamente 2 g de la muestra triturada y se guardaron en bolsas
zip a -18°C (para el posterior andlisis de polifenoles y antioxidantes).

El resto de cada bloque de muestra fue almacenado en Tubos Falcon de 50 ml y estos guardados
en bolsas zip en oscuridad y con poco aire (para el analisis de proteinas, fibra, grasa y minerales
totales). Estas bolsas zip contenian, ademas, gel de silice para preservar y proteger de la humedad.

3.4.2. Andlisis para caracterizacion de composicion
Se comenz6 con los analisis proximales de las diferentes entradas de P. lunatus (humedad,
proteinas, fibras, grasas y cenizas). A partir de esos datos fue posible calcular los hidratos de
carbono con una formula. Finalmente, se analizaron los componentes funcionales (antioxidantes
totales y polifenoles).

3.4.2.1. Analisis de humedad y materia seca

Como se indica anteriormente, se pesaron 5 g de muestra de P. lunatus ya triturada. Estos se
guardaron en estufa a alrededor de 80°C durante al menos 48 h hasta que el peso se mantuviese
constante. Durante, estos dias se realizaron varios pesajes observandose una disminucion del peso
por la pérdida de humedad. Finalmente, cuando el peso se mantuvo constante, la muestra habia
perdido toda su humedad y se pudo calcular el contenido de humedad y, por diferencia, de materia
seca. Los resultados para el contenido en humedad y materia seca se expresaron en g/100 g (%)
de materia fresca.

3.4.2.2. Analisis de grasa

Para la determinacion de lipidos totales se hizo uso de un sistema de extraccion ST 243 Soxtec
(figura 9). En primer lugar, se colocaron 2’5 g de muestra dentro de un dedal. Se pesaron 6 vasos
(evitando tocarlos para que la grasa de las manos no interfiriera en el analisis) habiendo afiadido
previamente 2 perlas de ebullicidén en cada vaso. Estas perlas sirvieron para controlar la ebullicion
porque cuando un liquido hierve, tiende a saltar por la cantidad de energia que se esta
proporcionando al mismo, y las perlas evitaron que las burbujas de aire que se forman en el fondo
del recipiente explotasen. A continuacién, para la extraccion se afiadieron 50 ml de éter de
petrleo en cada vaso y se colocaron tanto los dedales con las muestras como los vasos en el
sistema de extraccién. Se siguié un programa consistente en 4 fases y alrededor de 3 horas a 85°C
(primero con las muestras sumergidas en el éter de petréleo y mas tarde con los dedales elevados).
Tras la ultima fase de evaporacion del solvente (éter de petréleo), la grasa resultante extraida de
la muestra quedo retenida en su respectivo vaso y se pesé nuevamente el vaso para obtener, por
diferencia, el contenido de grasas totales. Los resultados para el contenido en grasa se expresaron
en g/100 g de materia fresca.
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Figura 9. Sistema de extraccion de grasa y materia extraible ST 243 Soxtec. Fuente: DILACO.

3.4.2.3.  Analisis de proteinas
Se empled el protocolo de determinacion de proteinas basado en la unién de Azul de
Coomassie G-250 a las proteinas desarrollado por Bradford (1976) con algunas modificaciones.

El primer paso consto del pesaje de 0,1 g de muestra de P. lunatus (almacenado en tubos Falcon
de 50 mL) en un tubo Falcon de 15 mL y la adicion de 10 mL de tampon. Para preparar 100 mL
de dicho tampon, se pesaron 0,541 g de KH,PO, 0,05M y 0,178 g de K;HPO, 0,05M y se
diluyeron con agua destilada, se ajust6 el pH de la disolucién a 7,8 con NaOH (usando un
pH & lon-Meter GLP 22) y se aforé a 100 mL con agua destilada. Una vez se tenia en los tubos
0,1 g de muestra y el tampén, se agité en Vortex unos segundos, se dejé en el agitador durante 10
min y se centrifugaron 5 min a 1500 rpm. A continuacion, se pipetearon 5 pL del extracto y se
vertieron en una cubeta desechable de poliestireno optico. A dichas cubetas se afiadieron, ademas,
795 pL de agua destilada. Por otra parte, se debi6 también preparar el “cero” o “blanco” (con 800
ML de agua destilada en lugar de afadir extracto) y los patrones que sirvieron para construir la
curva de calibracion o curva estandar. Para dicha construccion se usé una disolucion de BSA 100
pML/mL en agua destilada, se afiadieron en las cubetas de poliestireno dptico diferentes volimenes
de dicha disolucién de BSA: 10, 20, 30, 50, 70, 100, 120 y 140 uL y se completa con agua
destilada hasta los 800 uL. Posteriormente, se afiadieron 200 puL de Azul de Coomassie G-250
(reactivo Bradford) a todas las cubetas (las cubetas con los extractos, con la disolucion BSA'y la
cubeta del “cero”), se dejo reaccionar en oscuridad durante al menos 2 minutos y se midié la
absorbancia de cada muestra usando el espectrofotometro UviLine 9100/9400 (figura 10) a 595
nm de longitud de onda. Previamente a la medida de las muestras de P. lunatus y aquellas para la
curva de calibracion, se debid poner “acero” o "en blanco" el espectrofotometro para la
calibracion de este, eliminando la absorbancia de todos los componentes diferentes de la sustancia
de estudio con el objetivo de que no provocaran una interferencia. Finalmente, tras medir las
respectivas absorbancias y haciendo uso de la ecuacion de la recta de calibrado obtenida, fue
posible obtener los valores de composicion proteica (en g/100g de materia fresca) de cada entrada
de P. lunatus.
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Figura 10. Espectrofotometro UviLine 9100/9400. Fuente: Avantor.

3.4.2.4.  Analisis de minerales
Para dicho andlisis se empled el método descrito por Raigén et al. (2010). Se pesé un crisol, se
tard y se pesé la muestra sobre dicho crisol. Se anotaron los pesos y se introdujeron los crisoles
conteniendo cada muestra en un horno de camara/mufla Carbolite™ CWF 1100 (figura 11) a 450
°C durante 2 h. Tras dejar enfriar, se pesaron los crisoles conteniendo las cenizas y obteniendo,
asi, el contenido de minerales totales (en g/100g) de materia fresca.

0
°
o800

Figura 11. Horno de camara/mufla Carbolite™ CWF 1100. Fuente: Fisher Scientific.

3.4.2.5. Analisis de fibra
En primer lugar, se debieron secar las capsulas, tapas y crisoles en estufa a 105°C durante minimo
30 min y se dejaron enfriar en el desecador. A continuacion, se pesaron las capsulas con sus
respectivas tapas (W1) usando una balanza de precision Mettler Toledo AB204-S, se tar0 y se
pesaron 3 g de muestra (W2) en dichas capsulas. Tras los pesajes, se cerraron las capsulas con sus
tapas y se colocaron en el carrusel en posiciones numeradas. Para llevar a cabo la determinacion
de fibra total, se hizo uso del sistema FT 221 FiberCap™ (figura 12) y fueron necesarias una
primera extraccion con H,SO, y una posterior extraccion con KOH. Para la primera extraccion,
se hizo uso de una jarra que se llen6 con 300 mL de H,SO,0,13M. Esta jarra se coloc6 en una
placa calefactora Foss Tecator 2022 Hot Plate y en dicha jarra se introdujo el carrusel con las
capsulas. A continuacion, se tapd la jarra con el condensador, se conect6 la refrigeracion y cuando
el acido sulfarico comenz6 a hervir, se dejé en ebullicién durante 30 min. Al terminar la
extraccion, se saco el carrusel de la jarra, se dejo drenar el liquido y se vacio la jarra. Esta se llend
con 300 ml de H20 caliente y se introdujo de nuevo el carrusel para lavar las capsulas (este lavado
se repitio dos veces méas). El procedimiento para la extraccion con KOH fue muy similar:
Unicamente difirio en los lavados y en que, en este caso, se llend la jarra con 300mL de KOH
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0°23M (en lugar de H,SO.). Para la extraccion con KOH, tras los 30 min en ebullicidn, se lavé 1
vez con agua caliente, una vez con HCI 1% y otra dos veces con agua caliente. La semilla de P.
lunatus no es excesivamente grasa (como, por ejemplo, la chufa), por lo que, no fue necesario un
paso de desengrasado final. Por ello, tras dichas extracciones se procedié al paso de secado y
calcinado: se guardé el carrusel con las capsulas en estufa. Ademas de las capsulas, se secaron
también crisoles numerados y después del secado se dejé todo enfriar en un desecador durante 30
min. Pasado este tiempo, se pes6 un crisol (haciendo uso de nuevo de la balanza de precisién), se
anoto el peso (W3) y se tard. A continuacion, se pes6 una capsula seca (W4) y se introdujeron los
crisoles conteniendo cada capsula en un horno de camara/mufla Carbolite CWF 1100 a 450 °C
durante 2 h hasta que la capsula y su contenido se redujeron a cenizas. Finalmente, se dejaron
enfriar los crisoles en un desecador y se pesoé el crisol con las cenizas (W5) en la balanza de
precision.

Los pesos obtenidos se corrigieron multiplicAndolos por un factor de 1000 vy, asi, se aplico la
siguiente ecuacién para calcular el contenido de fibra (en g/100g de materia fresca) de cada
muestra de P. lunatus:

FIBRA (%) = (((W3 — ((W1 % 0,99993364) — (W5 — W4 — 1,507)))/W2)) = 100
(Ecuacion 1)

Figura 12. Sistema de extraccion de fibra FT 221 FiberCap™ incluyendo la placa calefactora Foss Tecator 2022 Hot
Plate, las jarras de extraccion, el carrusel y las capsulas FiberCap ™. Fuente: Severn Sales.

3.4.2.6.  Analisis de hidratos de carbono
El contenido en hidratos de carbono (en g/100g de materia fresca) de cada muestra de P. lunatus
se determind aplicando la siguiente formula:

CARBOHIDRATOS (%) = 100 — PH — PM — PF — PP — PG (Ecuacion 2)

PH: Porcentaje de humedad; PM: Porcentaje de minerales; PF: Porcentaje de fibra; PP: Porcentaje de proteinas; PG:
Porcentaje de grasa
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3.4.2.7. Analisis del valor energético.
El valor energético o calorico de las diferentes entradas de P. lunatus se calcul6 teniendo en cuenta
que los hidratos de carbono aportan 4 kcal/g, las proteinas aportan 4 kcal/g y las grasas o lipidos
aportan 9 kcal/g. Asi, este valor se expresé en kcal/100g.

3.4.2.8.  Andlisis de polifenoles
La determinacion de polifenoles se llevé a cabo mediante el método descrito por Singleton y Rossi
(1965) con algunas modificaciones.

En primer lugar, se pesaron en tubos Falcon de 15 mL numerados aproximadamente 0,15 g de
muestra de P. lunatus que se habia congelado a -18°C. A continuacién, para extraer los
polifenoles, se afiadieron 6 mL de agua destilada en cada tubo y se agitaron en Vortex durante
varios segundos. Se dejaron reposar los tubos durante 5 min en oscuridad. Tras dicho tiempo, se
agregaron a cada cubeta desechable de poliestireno optico 50 uL de sobrenadante de los tubos
Falcon, 500 uL de Folin (1:10), se dejo reposar 3 minutos y se adicionaron 500 pL de Na2CO3
(60g/L). Ademas, se debid también preparar el “cero” o “blanco” (con 50 pL de agua destilada
en lugar de las muestras de P. lunatus de los tubos) y los patrones que sirvieron para construir la
curva de calibracion (con 50 pL de &cido galico a diferentes concentraciones: 10, 25, 50, 75, 100
y 150 ppm en vez de muestra). Se dejé reposar en oscuridad durante 1 h'y se midid la absorbancia
de cada muestra en el espectrofotometro UviLine 9100/9400 a 750 nm. Previamente a la medida
de las muestras de P. lunatus y aquellas para la curva de calibracion, se debié poner “a cero” o
"en blanco" el espectrofotometro para la calibracion de este. Finalmente, tras medir las respectivas
absorbancias y haciendo uso de la ecuacién de la recta de calibrado obtenida (figura 13), se calcul
la concentracidn de polifenoles en cada muestra.

y =0,0052x +0,0141
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Figura 13. Recta de calibrado de &cido galico para la determinacidon del contenido en polifenoles.

Los resultados para el contenido en polifenoles se expresaron en mg/100 g de materia fresca.

3.4.2.9. Andlisis de antioxidantes
La determinacion del contenido en antioxidantes totales (AOT) se baso en la reduccion de 2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) como radical libre (Brand-Williams et al., 1995).

Primero, se pesaron 0,1 g de muestra (congelada a -18°C) en tubos Eppendorf de 2 mL numerados
y se afiadieron 1,5 mL de MeOH:HCI (1000:4). EI HCI permite mantener los antioxidantes (se
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observo que con menor cantidad de HCI no se conseguia la extraccion de antioxidantes). A
continuacion, se agitd cada tubo en Vortex durante 10 s y después se dejaron en el agitador durante
15 min a 200 rpm. Se sacaron las muestras del agitador y se colocaron en la centrifuga a 2500
rpm durante 1 min. Tras dicha centrifugacion, se recupero el sobrenadante (aproximadamente 1
mL) en un nuevo tubo Eppendorf de 2 mL numerado y se guardaron estos nuevos tubos en
oscuridad constituyendo, asi, el resultado de la primera extraccion. Sin embargo, fue necesaria
una segunda extraccion, por lo que, se repitid el proceso anterior sobre el tubo original donde se
habian pesado 0,1 g de muestra; es decir, se volvié a afiadir MeOH:HCI (1000:4) aunque en este
caso 1 mL, se usé el Vortex durante 10 s, se agitd durante 15 min a 200 rpm y se centrifugd
durante 1 min a 2500 rpm. A continuacion, se recuperd el sobrenadante resultante de esta segunda
extraccion y se introdujo en el tubo que contenia el sobrenadante de la primera extraccion, es
decir, se mezclaron ambos extractos y se guardaron en oscuridad mientras se preparo la solucion
de DPPH. Para evaluar la actividad antioxidante de compuestos o extractos especificos, estos se
dejaron reaccionar con un radical estable, 2,2-Diphenyil-picrylhydrazyl (DPPH) en una solucién
de metanol. La reduccién del DPPH es monitoreada mediante la disminucién en su absorbancia
a una caracteristica longitud de onda durante la reaccion. En su forma radical, el DPPH absorbe
a 515 nm, pero después de la reduccion por un antioxidante (AH), la absorcion desaparece.

DPPH® 4+ AH — DPPH-H + Ae

Para preparar 100 mL de dicha disolucion, se pesaron en la balanza de precisién aproximadamente
0,0030 g de 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) que se introdujeron en un vaso de precipitado
de 100 mL. En este vaso se afiadieron 80 o0 90mL de metanol y se disolvid la solucién haciendo
uso de un agitador magnético durante unos segundos. Una vez disuelto, se vertio la solucién en
un matraz aforado de 100ml forrado con papel de aluminio (para evitar que la luz incidiese en el
DPPH ya que se trata de un compuesto fotosensible) y, por Gltimo, se afor6 el matraz con metanol.
Una vez lista la solucion de DPPH, se pipetearon 100 ul de sobrenadante y 3,9 ml del DPPH en
tubos de cristal de 12x75 mm y se taparon y dejaron reaccionar en oscuridad durante 1 h.

Ademas, durante dicha espera, se debid también preparar el “cero” o “blanco” (llenando la cubeta
de vidrio Optico con 1 mL de metanol puro) y los patrones que sirvieron para construir la curva
de calibracion. La cuantificacion de AOT se realizd en base a una recta de calibrado con
TROLOX. El compuesto TROLOX (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid)
es un antioxidante, analogo de la vitamina E, universalmente empleado como estandar en diversos
ensayos de actividad antioxidante Para preparar los patrones se pesaron 0,0626 g de TROLOX y,
en un aforado de 25 ml se enrasé con etanol puro. Las soluciones necesarias para la curva fueron
0-03-05-08-1-13mM ET (equivalentes TROLOX), por lo que, la solucion
correspondiente a 0 se prepard afiadiendo etanol puro en un aforado de 10 mL; la correspondiente
a 0,3, se preparod vertiendo 300 pl de la solucion de TROLOX y aforando con etanol y, asi, con el
resto de soluciones (afiadiendo 500 pl, 800 pl, Iml y 1,3 ml de solucién de TROLOX y enrasando
con etanol los matraces aforados de 10 mL). Una vez listas las soluciones para obtener la curva
de calibracion, se afiadieron en tubos de cristal de 12x75 mm 100 pl de cada solucion de los
matraces aforados y 3,9 ml de DPPH, se dejé reaccionar durante varios minutos y se midio la
absorbancia en el espectrofotdmetro UviLine 9100/9400 a longitud de onda 515 nm. Finalmente,
tras haber dejado las muestras reposando durante una hora, se midieron también en el
espectrofotometro a dicha longitud de onda usando una cubeta de vidrio 6ptico. A partir de las
absorbancias obtenidas y haciendo uso de la ecuacion de la recta de calibrado (figura 14), se

21



calcul6 la concentracion de cada muestra. Los resultados se expresaron en UM ET/100 g de
materia fresca. La solucion DPPH se debi0 preparar cada dia y mantener en oscuridad ya que,
como Ya se ha mencionado, es un compuesto inestable y fotosensible. En su caso, los patrones de
la curva de TROLOX se debieron preparar cada semana.
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Figura 14. Recta de calibrado de TROLOX para la determinacion de antioxidantes totales.

3.5. ANALISIS ESTADISTICO
El andlisis estadistico se realizd haciendo uso del programa STATGRAPHICS Centurion XVIII.
En primer lugar, se analizé cada variable, es decir, cada componente de calidad nutricional
calculando su media, su rango y su coeficiente de variacion entre los valores de las distintas
entradas.

Por otra parte, se llevo a cabo un analisis de varianza (ANOVA) simple para determinar si existian
diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las entradas para cada componente
de calidad nutricional. Esta técnica recibe este nombre porque la comparacién entre las medias la
efectla en base al célculo de la varianza entre tales medias. El analisis ANOVA (“Analysis Of
Variance™) simple o con un factor analiza el comportamiento de una variable dependiente en las
subpoblaciones o grupos establecidos por los valores de una Unica variable (o factor)
independiente (en este caso, el componente de calidad nutricional). Se aplica para contrastar la
hip6tesis nula de que las muestras proceden de subpoblaciones en las que la media de la variable
dependiente es la misma; o lo que es lo mismo, no existen diferencias significativas entre las
medias observadas y las diferencias son debidas al azar (Rodriguez-Jaume y Mora Catala, 2001).

Por ultimo, se efectu6 un analisis multivariado de componentes principales (ACP) para los datos
de calidad nutricional de las distintas entradas. El analisis de componentes principales (ACP) es
un algoritmo matematico que reduce la dimensionalidad de los datos mientras conserva la mayor
parte de la variacion en el conjunto de datos (Jolliffe, 2002). Logra esta reduccion al identificar
direcciones, llamadas componentes principales, a lo largo de las cuales la variacién en los datos
es maxima. Al utilizar unos pocos componentes, cada muestra se puede representar con
relativamente pocos numeros en lugar de valores para gran cantidad de variables. Luego, las
muestras se pueden trazar, lo que permite evaluar visualmente las similitudes y diferencias entre
las muestras y determinar si las muestras se pueden agrupar (Ringnér, 2008).
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Ademads, partiendo de los datos de caracterizacion fenotipica de dichas entradas también se
calcularon las medias, rangos y coeficientes de variacion, se llevé a cabo un analisis de varianza
(ANOVA) simple y se realiz6 un ACP.

Finalmente, se efectud un ultimo analisis multivariado de componentes principales con el total
de datos (datos de calidad nutricional y fenotipado) y se obtuvieron los coeficientes de correlacion
de Pearson con el objetivo de encontrar una posible relacion entre los distintos caracteres.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CARACTERIZACION FENOTIPICA

Para estudiar las diferencias en cuanto a caracteristicas morfoldgicas entre las distintas entradas
de “Garrof6”, se analizaron los datos obtenidos en la evaluacion para los diferentes descriptores
de P. lunatus usados, obteniendo los resultados que a continuacion se presentan. La tabla resumen
de los 12 descriptores utilizados para la caracterizacion fenotipica (Tabla 4) muestra la ausencia
de caracteres monomorficos y la elevada variabilidad de algunos de ellos, como es el caso del
patron de color, la forma del pico de la vaina y especialmente el patrdn de la cubierta de la semilla.
Esto se ve corroborado por el amplio rango y coeficiente de variacion obtenido para estos
caracteres. Ademas, cabe destacar que la gran mayoria de las entradas de “Garrof6o” estudiadas
en este ensayo (excepto las entradas 11, 17 y 26) presentan un patréon de crecimiento
indeterminado.

Al realizar un andlisis de varianza (ANOVA) simple, aunque los 12 descriptores utilizados
mostraron variacién, solo se observaron diferencias significativas en 7 de los mismos: patron de
crecimiento, patron de color, patron de la cubierta de la semilla, peso de la semilla, forma del pico
de la vaina, longitud de la vaina y nimero de semillas por vaina (Tabla 4).

Tabla 4. Media, rango, coeficiente de variacién y significancia estadistica de cada uno de los descriptores de P.
lunatus evaluados para las 33 entradas cultivadas en el ensayo.

CARACTERISTICA UNIDAD MEDIA RANGOP COEFICIENTE
DE DE
MEDIDA VARIACION

PATRON DE CRECIMIENTO IraTabla3 1,90909 1,0-2,0*** 15,2919%

PATRON DE COLOR IraTabla3 3,8103 2,0-5,5* 24,1353%

PATRON DE CUBIERTADE LA IraTabla3 7,17152 1,0-12,17*** 47,2316%
SEMILLA

FORMA DE LA SEMILLA IraTabla3 11,8103 10,75-12,0™ 2,69727%

LONGITUD DE LA SEMILLA mm 21,4576 19,17-24,42" 5,3347%

ANCHURA DE LA SEMILLA mm 12,5236 9,75-15,67™ 10,1075%

PESO DE LA SEMILLA mg 1,51 1,19-1,95** 9,13901%

LONGITUD DEL RACIMO cm 23,9806 15,25-29,58" 14,1529%
FLORAL

FORMA DEL PICO DE LA VAINA IraTabla3 1,32333 0,33-2,0* 28,331%

ANCHURA DE LA VAINA cm 2,93576 2,67-3,18™ 5,15536%

LONGITUD DE LA VAINA cm 14,8612 11,67-17,21*** 8,88552%

N° DE SEMILLAS POR VAINA IraTabla3 2,71485 1,33-3,5* 14,4684%

ns: no significativo; *: significativo p<0,05; **: significativo p<0,01; ***: significativo p<0,001
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Al realizar el analisis de componentes principales (ACP), se vio que la componente principal 1
explico el 24,626% de la variacion observada en la coleccion probada y la componente principal
2, el 22,992%. Los tres caracteres que afectaron mas positivamente a la componente 1 fueron la
anchura de la vaina, la longitud de la vaina y la anchura de la semilla (seguido muy de cerca por
el patrén de crecimiento); los tres caracteres que mas afectaron de forma negativa fueron la forma
de la semilla, la longitud del racimo floral y la forma del pico de la vaina. Para la componente 2,
los tres caracteres que mas influyeron positivamente fueron la longitud, la anchura y el peso de la
semilla; y los tres que afectaron de forma negativa, la forma del pico de la vaina, la longitud y la
anchura de la vaina (Tabla 5).

Tabla 5. Valores principales para las dos primeras componentes principales (PCs) con los descriptores cuantitativos y
pseudo-cuantitativos de P. lunatus para las 33 entradas cultivadas en el ensayo.

EJE PC?
COMPONENTE PC1 PC2

Valores propios 2,46256 2,29921
Porcentaje de la variacién que explica 24,626 22,992
Porcentaje acumulado de variacion explicada 24,626 47,618
Caracter (vectores principales)

PATRON DE CRECIMIENTO 0,344509 -0,124432
FORMA DE LA SEMILLA -0,334992 0,189231
LONGITUD DE LA SEMILLA 0,266099 0,539063
ANCHURA DE LA SEMILLA 0,344561 0,510536
PESO DE LA SEMILLA 0,19569 0,363032
LONGITUD DEL RACIMO FLORAL -0,333397 0,133366
FORMA DEL PICO DE LA VAINA -0,0601482 -0,300493
ANCHURA DE LA VAINA 0,456021 -0,264247
LONGITUD DE LA VAINA 0,413988 -0,278453
NUMERO DE SEMILLAS POR VAINA 0,217153 -0,10117

En el ACP se observo una distribucion amplia de las entradas sin agrupaciones evidentes (Figura
15) que indica una gran variabilidad para la coleccién de entradas estudiadas. Como ya se ha
mencionado, del total de los materiales utilizados para el ensayo, tres de ellos han mostrado tipo
de crecimiento determinado. Estos son las entradas 11, 17 y 26, correspondientes a las variedades
‘PH-BENAVITES-1’, ‘PH-BENAVITES-2’ y ‘PH-ANNA-1’. Los materiales restantes han
mostrado el tipo de crecimiento indeterminado. Esta caracteristica, junto a la elevada longitud del
racimo floral de estas entradas, justifica su posicion en el grafico y las diferencia de la mayoria
de las entradas de crecimiento indeterminado. Ademas, la representacion grafica (Figura 15) de
los resultados del Analisis de Componentes Principales con los descriptores de caracterizacién
fenotipica muestra que, ademas de las entradas de crecimiento determinado, los controles 34 y 35
y las entradas 5, 8, 23 y 27 difieren de la homogeneidad del grupo.

En el caso de las entradas 34 y 35, se corresponden con los controles comerciales “Garrofon
Algitama” comprado en la cadena de supermercados “CONSUM?” con origen Peru y obtenido a
partir del cultivo en Valencia (entrada 34) y “Garrofon Valenciano” de la casa Mascarell (entrada
35). Para justificar su posicion es necesario remitirse a la Tabla 5, donde se observa que la
posicion de las entradas 34 y 35 responde a los descriptores de peso, longitud y anchura de la
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semilla. Esto se debe a que la entrada 34 es la que presenta el mayor peso de semilla (1,95 mg)
de toda la coleccion (lo que la diferencia principalmente del “Garrof6 Valencia") y una elevada
anchura y longitud de semilla; mientras que, la entrada 35 es la que presenta mayor longitud
(24,42 mm) y anchura de semilla (15,67 mm) de toda la coleccion y semilla de elevado peso. Asi,
cabe destacar que, como era de esperar los descriptores de anchura y longitud de la semilla estan
directamente relacionados y, por tanto, las entradas con mayor anchura de semilla también suelen
presentar una mayor longitud, y viceversa.

Por su parte, las entradas 5 y 8 (correspondientes a ‘PH-AGULLENT-1" y ‘PH-SOLLER-1’,
respectivamente) también aparecen representadas fuera del conjunto de datos debido
principalmente al largo racimo floral que poseen. Ademas, la entrada 5 aparece representada en
el cuadrante inferior del gréafico puesto que es la entrada que muestra los valores mas bajos en
cuanto a peso (1,24 mg) y longitud de semilla (19,17 mm) y la segunda entrada con los valores
mas bajos en lo relativo a la anchura de semilla (10,25 mm).

Por ultimo, las entradas 23 (‘PH-CARCAIXENT-3’) y 27 (‘PH-CATARROJA-2") son las mas
situadas a la derecha del grafico. Esto puede deberse principalmente a la elevada anchura de vaina
observada en estas entradas, ademas de otras caracteristicas (como la forma de la semilla) que
contribuyen en menor medida a su posicion en el grafico. Asimismo, la baja longitud y peso de
semilla de la entrada 27 justifica que esté ubicada en la mitad inferior.
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Figura 15. Representacion gréfica de la distribucion obtenida tras el analisis ACP, con los descriptores cuantitativos
y pseudo-cuantitativos de P. lunatus, para las 33 entradas cultivadas.

Para estudiar mejor el comportamiento de los descriptores cualitativos, se han representado
graficamente en los histogramas de las Figura 16 y 17.

Para el caracter “Patron de color de la semilla” se puede observar la variabilidad existente en las
entradas de la coleccion y aparece el color rojo-parpura como patrén predominante. Ademas, 10
de las entradas mostraron un patrén de color marrén oscuro, 5 exhibieron un patrén marrén claro
y Unicamente la entrada 24 (‘PH-(IVIA, 106-1)-1") mostrd un patrén de color negro (Figura 16).
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Figura 16. Histograma para el descriptor de P. lunatus “Patron de color de la semilla” para todas las entradas de la
coleccion evaluada.

La Figura 17 representa la variabilidad existente en las entradas de la coleccion para el descriptor
“Patron de cubierta de la semilla”, siendo el patron mas repetido el 6: “Ojo ligado a otras partes
del patrén, manchas en la region del hilio (mas desarrolladas hacia el micrépilo), algunas motas
pueden estar presentes”. Sin embargo, entre las entradas de la coleccion también destacaron los
patrones 12 (“Cuerpo moderadamente moteado, algunas unidas para formar una mancha”) y 1
(“Patron alrededor del ojo solamente™).
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Figura 17. Histograma para el descriptor de P. lunatus “Patron de cubierta de la semilla” para todas las entradas de la
coleccion evaluada.

4.2. CARACTERIZACION DE COMPOSICION
Con el objetivo de determinar la variabilidad en cuanto a composicion nutricional en la coleccion
de entradas de Phaseolus lunatus, se procedio a analizar los datos obtenidos para los diferentes
pardmetros de calidad nutricional estudiados, obteniendo los resultados que a continuacion se
presentan.
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Comparando las medias obtenidas para los caracteres de calidad evaluados en este ensayo (Tabla
6) con los datos de las variedades americanas de P. lunatus “large lima” y “baby lima” (Tabla 1)
se confirma que esta especie se caracteriza por una baja cantidad de humedad, un bajo contenido
en grasa y un elevado contenido en proteina y carbohidratos (Nwokolo, 1996). Sin embargo, en
este estudio se observa un menor porcentaje en proteina y un mayor contenido en fibra (Tabla 6)
que puede ser debido a las condiciones edafoclimaticas y practicas de cultivo. En este sentido, el
menor porcentaje en proteina puede ser debido a que los suelos valencianos con bajos niveles de
nitrégeno estén afectando directamente a la sintesis de proteinas (Comunicacion personal, Dra.
Garcia). Estos valores de porcentaje en proteina y fibra afectan directamente al contenido final de
carbohidratos (Ecuacién 2). Ademas, se aprecia un amplio rango y coeficiente de variacion para
el contenido en fibra como consecuencia de haberse empleado un método gravimétrico para su
analisis (Comunicacion personal, Dra. Garcia). Por otra parte, como ya se ha mencionado, se llevd
a cabo un andlisis de varianza (ANOVA) simple para determinar si existian diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de las entradas para cada parametro de calidad
nutricional. Asi, se observaron diferencias significativas para todos los caracteres excepto para el
contenido en minerales, que no varié apenas entre las distintas entradas (Tabla 6). Esto muestra
la diversidad existente para los parametros de calidad entre las entradas de la coleccion.

Tabla 6. Media, rango, coeficiente de variacion y significancia estadistica de cada uno de los caracteres de calidad
evaluados para las 34 entradas estudiadas en el ensayo.

CARACTERISTICA UNIDAD DE MEDIA RANGO" COEFICIENTE
MEDIDA DE
VARIACION

MATERIA SECA 0/100g 91,3579 89,2388-92,2769*** 0,715223%
GRASA 0/100g 0,714757  0,460913-0,938434*** 15,0726%
PROTEINA 0/100g 16,6707 13,8182-25,0628*** 13,4273%
FIBRA 0/100g 14,3548 6,846-25,838*** 33,7209%
MINERALES 0/100g 5,16641 4,16329-5,91547"™ 6,46942%
CARBOHIDRATOS 0/100g 54,4513 40,6008-64,5186*** 11,6937%
POLIFENOLES mg/100g 320,773 266,603-422,067*** 13,2934%
ANTIOXIDANTES UM ET/100g 1384,7 711,122-1773,79** 14,388%
VALOR ENERGETICO kcal/100g 290,921 245,816-319,348*** 6,54126%

ns: no significativo; *: significativo p<0,05; **: significativo p<0,01; ***: significativo p<0,001

El resultado del analisis de componentes principales (ACP), permitié observar la distribucion de
las entradas segun los caracteres evaluados de una forma rapida y visual. La componente principal
1 explicé el 45,602% de la variacion observada en la coleccidn probada y la componente principal
2, el 21,358%. Los tres caracteres que afectaron mas positivamente a la componente 1 fueron el
contenido en fibra, en proteina y en grasa; los tres caracteres que mas afectaron de forma negativa
fueron el contenido en carbohidratos, el valor energético y el contenido en antioxidantes. Para la
componente 2, los tres caracteres que mas influyeron positivamente fueron el porcentaje de
materia seca y el contenido en polifenoles y en minerales; y los que afectaron de forma negativa,
el contenido en antioxidantes y en fibra (Tabla 7).
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Tabla 7. Valores principales para las dos primeras componentes principales (PCs) con los caracteres de calidad
evaluados para las 34 entradas estudiadas en el ensayo.

EJE PC*

COMPONENTE PC1 PC2
Valores propios 4,1042 1,92219
Porcentaje de la variacion que explica 45,602 21,358
Porcentaje acumulado de variacion explicada 45,602 66,96
Caracter (vectores principales)
MATERIA SECA 0,034902 0,600533
GRASA 0,376695 0,0487825
PROTEINA 0,3868 0,174605
FIBRA 0,454434 -0,148616
MINERALES -0,0687989 0,397788
CARBOHIDRATOS -0,480626 0,0915147
POLIFENOLES 0,0690334 0,503116
ANTIOXIDANTES -0,254606 -0,348958
VALOR ENERGETICO -0,442079 0,207121

En el ACP se observé una distribucion amplia de las entradas sin agrupaciones evidentes (Figura
18). Esta distribucion muestra una gran variabilidad en cuanto a composicién que presentaron las
entradas estudiadas. A pesar de esta amplia distribucion, la mayor parte de las entradas se
encuentran situadas en torno al 0 (incluido el control 34); sin embargo, el control 35, el control
“Peru” y la entrada 11 se sittan fuera del conjunto.

El control denominado “Pert” correspondiente a semillas secas de “Garrofon Algitama” (origen
Per() compradas en la cadena de supermercados “CONSUM” se encuentra muy separado en el
grafico de la entrada 34 (muestra de semillas obtenidas a partir del cultivo en Valencia de las
semillas secas citadas anteriormente) lo que indica que las condiciones edafoclimaticas y las
técnicas de cultivo parecen haber afectado directamente a las caracteristicas de composicion y
calidad de la semilla.

Al estudiar las componentes que determinan la posicién (Tabla 7), podemos determinar que los
descriptores que mas peso tienen para explicar la posicién en el cuadrante inferior de la entrada
“Peru” (semillas originales cultivadas en Per() son la cantidad de materia seca y el contenido en
polifenoles y en minerales. Asi, esta entrada es la que muestra los valores mas bajos de toda la
coleccidn en cuanto a materia seca (89,24%) y minerales (4,16%) y de los mas bajos en cuanto a
polifenoles. Estos resultados vuelven a sugerir que las caracteristicas diferenciales en cuanto a
composicion entre el “Garrofo Valencia” y el procedente de Per( posiblemente se deban a las
condiciones edafoclimaticas y las técnicas de cultivo empleadas. Por otra parte, los descriptores
que permiten justificar la posicién mas alejada a la derecha de la entrada 35 (control comercial
“Garrofon Valenciano” de la casa Mascarell) son el contenido en fibra y en carbohidratos debido
a que es la entrada que presentd un mayor contenido en fibra (25,84%) y la segunda con menor
contenido en carbohidratos (43,44%). Por ultimo, en la zona superior derecha de la figura 18
aparece la entrada 11 de crecimiento determinado correspondiente a ‘PH-BENAVITES-1". Las
otras 2 entradas de crecimiento determinado (las entradas 17 y 26, correspondientes a ‘PH-
BENAVITES-2’ y ‘PH-ANNA-1") se sitlan significativamente alejadas de la entrada 11, aunque
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son de las entradas que méas se asemejan a sus caracteristicas de composicion. Esto muestra que,
ademas del tipo de crecimiento, parece que hay otros componentes comunes que las diferencian
de las entradas con crecimiento indeterminado. Por ejemplo, el contenido en carbohidratos, ya
que estas entradas de crecimiento determinado presentan valores de los mas bajos de toda la
coleccion; lo que explica que estén ubicadas en la zona derecha de la representacion gréafica del
ACP. Asi, segun los componentes que determinan la posicion (Tabla 7), podemos determinar que
los descriptores que mas peso tienen para explicar el distanciamiento de la entrada 11 son la
cantidad de materia seca y el contenido en polifenoles, en proteinas y en grasa. Esto se debe a que
esta entrada es la que muestra los valores mas altos de toda la coleccion en cuanto a contenido en
proteinas (25,06%) y de los mas altos en lo relativo a materia seca, grasa y polifenoles. Por lo
tanto, los resultados observados sugieren que la entrada 11 (‘PH-BENAVITES-1") se trata de una
entrada muy prometedora en cuanto a calidad.
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Figura 18. Representacion grafica de la distribucion obtenida tras el andlisis ACP, con los componentes de calidad
nutricional, para las 34 entradas evaluadas.

4.3. CONSIDERACION CONJUNTA

Al realizar un nuevo analisis de componentes principales (ACP) considerando de forma conjunta
la caracterizacion de composicién y la caracterizacion fenotipica, la componente principal 1
explico el 26,253% de la variacion observada en la coleccion probada y la componente principal
2, el 16,976%. Los tres caracteres que afectaron mas positivamente a la componente 1 fueron el
contenido en carbohidratos, el valor energético y el patron de crecimiento; los tres caracteres que
mas afectaron de forma negativa fueron el contenido en proteina, en fibra y en grasa. Para la
componente 2, los tres caracteres que mas influyeron positivamente fueron la anchura, la longitud
y el peso de la semilla; y los tres que afectaron de forma negativa, el contenido en polifenoles, la
cantidad de materia seca y la forma del pico de la vaina (Tabla 8).
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Tabla 8. Valores principales para las dos primeras componentes principales (PCs) con los descriptores cuantitativos y
pseudo-cuantitativos de P. lunatus y caracteres de calidad evaluados para las 33 entradas cultivadas en el ensayo.

EJE PC*

COMPONENTE PC1 PC2
Valores propios 4,98811 3,22544
Porcentaje de la variacion que explica 26,253 16,976
Porcentaje acumulado de variacion explicada 26,253 43,229
Caracter (vectores principales)
MATERIA SECA -0,140119 -0,295304
GRASA -0,312864 -0,0635077
PROTEINA -0,378917 -0,0153642
FIBRA -0,36512 0,215941
MINERALES -0,0628631 -0,167661
CARBOHIDRATOS 0,410184 -0,176425
POLIFENOLES -0,125226 -0,320391
ANTIOXIDANTES 0,242674 0,158815
VALOR ENERGETICO 0,352799 -0,246555
PATRON DE CRECIMIENTO 0,29996 0,0531519
FORMA DE LA SEMILLA -0,127019 -0,0495115
LONGITUD DE LA SEMILLA -0,0157991 0,447013
ANCHURA DE LA SEMILLA 0,03597 0,485224
PESO DE LA SEMILLA 0,078004 0,272751
LONGITUD DEL RACIMO FLORAL -0,180541 -0,0352942
FORMA DEL PICO DE LA VAINA 0,0810825 -0,270489
ANCHURA DE LA VAINA 0,112575 0,0710235
LONGITUD DE LA VAINA 0,18757 0,121211
NUMERO DE SEMILLAS POR VAINA 0,183266 0,0701445

En el ACP se observd, nuevamente, una distribucion amplia de las entradas sin agrupaciones
evidentes (Figura 19). La figura 19 muestra la distribucién gréafica de las entradas, en funcion de
los resultados obtenidos en el Analisis de Componentes Principales, donde se puede ver que la
mayor parte de las entradas aparecen en el centro y no se detecta la existencia de agrupaciones
claras. Unicamente, se puede observar la agrupacion de las tres accesiones de crecimiento
determinado, que son la 11, 17 y 26 correspondientes a ‘PH-BENAVITES-1’, ‘PH-BENAVITES-
2’ y ‘PH-ANNA-1’. La posicion de estas viene determinada, de nuevo, por el patrén de
crecimiento y la gran longitud de sus racimos florales. Ademas, el elevado contenido en materia
seca, polifenoles, proteinas y grasa de la entrada 11 evidencia su posicion en la esquina inferior
izquierda del gréfico. Por otra parte, también se podrian agrupar las entradas 6, 7, 12 y 13 situadas
en la mitad derecha del gréafico. Estas accesiones son las correspondientes a ‘PH-VILAFAMES-
1’, ‘PH-NULES-1’, ‘PH-MUTXAMEL-1’ y ‘PH-FOIOS-1’, respectivamente y su posicion en el
grafico esta justificada por su bajo contenido en grasa, en proteina y en fibra y su elevado
contenido en carbohidratos. Ademas, al estudiar las componentes que determinan la posicion
(Tabla 8), podemos determinar que de los descriptores utilizados para realizar el Analisis de
Componentes Principales, el contenido en fibra, la longitud, la anchura y el peso de la semilla
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justifican la posicion més alejada de las entradas 5 (‘PH-AGULLENT-1") y 35 (control comercial
“Garrofon Valenciano” de la casa Mascarell) en la gréafica de distribucion como se puede
corroborar con la figura 19; ya que la entrada 35 presenta de los valores mas elevados para estos
descriptores, mientras que la entrada 5 posee de los valores mas bajos.
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Figura 19. Representacion gréafica de la distribucion obtenida tras el analisis ACP, con los descriptores cuantitativos
y pseudo-cuantitativos de P. lunatus y caracteres de calidad evaluados para las 33 entradas cultivadas en el ensayo.

4.4, ESTUDIO DE LAS CORRELACIONES ENTRE CARACTERES
El andlisis de correlacion mostrd, sirviéndose de los correspondientes coeficientes de correlacion
de Pearson, que algunas de las caracteristicas estudiadas se encontraban correlacionadas y
presentaban una dependencia lineal (Tabla 9).

En primer lugar, se observaron correlaciones positivas muy significativas (P<0,001) entre grasa
y proteina y entre grasa y fibra; y, algo menos significativas (P<0,01) entre proteina y fibra. Se
presentaron, ademas, correlaciones negativas muy significativas entre estos 3 componentes y el
contenido en carbohidratos. Asi, cabe destacar la correlacién negativa tan fuerte observada entre
el contenido en fibra y el contenido en carbohidratos, siendo el coeficiente de correlacién de
Pearson de -0,9516 (la segunda mayor correlacién observada en este estudio). Por otra parte, tanto
grasa como proteina y, especialmente, fibra mostraron correlaciones negativas con el valor
energético total; a diferencia de lo ocurrido entre el contenido en carbohidratos y el valor
energético, que presentaron una fuerte correlacion. Esto se debe al elevado contenido en
carbohidratos del cultivo de P. lunatus (Nwokolo, 1996), por lo que, estos contribuyen en mayor
medida al valor energético total. Por su parte, la fibra, debido a la dificultad para ser digerida, no
fue considerada a la hora de calcular el valor energético y, por ello, la correlacién entre el
contenido en fibra y el valor energético mostrd el mayor coeficiente negativo del estudio (-
0,9925).

El contenido en proteinas mostr6, a su vez, correlaciones negativas con el contenido en
antioxidantes y el patron de crecimiento. Esta Ultima se trata de una de las pocas correlaciones
obtenidas entre un carécter de composicion y uno fenotipico; los otros casos son: la correlacion
negativa entre el contenido en polifenoles y la longitud de la vaina y la correlacion positiva entre
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los carbohidratos y el patron de crecimiento. Como se ha mencionado en el ACP, las entradas con
crecimiento determinado mostraron valores de los mas bajos de toda la coleccion en cuanto a
cantidad de carbohidratos.

Por ultimo, como era de esperar, se observaron fuertes correlaciones positivas (P<0,001) entre la
anchura y la longitud de la vaina y entre la anchura y la longitud de la semilla. También cabe
destacar la correlacion negativa mostrada entre el patron de crecimiento y la longitud del racimo
floral (como se ha mencionado en el ACP, las entradas con crecimiento determinado mostraron
elevada longitud del racimo floral).

Tabla 9. Coeficientes de correlacion de Pearson correspondientes a los caracteres de calidad y composicion
evaluados para las 33 entradas cultivadas en el ensayo.
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5. CONCLUSIONES
La coleccion de variedades locales estudiadas presentd una elevada variabilidad
fenotipica, especialmente para el patrén de crecimiento, patron de color, patrén de la
cubierta de la semilla, peso de la semilla, forma del pico de la vaina, longitud de la vaina
y nimero de semillas por vaina. Por otra parte, la coleccién de variedades locales
estudiadas present6 una elevada variabilidad para todos los parametros de calidad,
excepto para el contenido en minerales. Esto hace que la coleccion empleada constituya

un germoplasma muy interesante para la futura mejora genética del “Garrofo”.
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El estudio realizado pone de manifiesto que en Valeéncia existen tipos de “Garrofo”
intermedios 0 mezcla entre las tipologias clésicas ‘Ull de Perdiu’, ‘De la Cella’ y ‘Pintat’.
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e Los resultados obtenidos indican que, ademds del habito de crecimiento, hay pardmetros
de calidad comunes (como el contenido en carbohidratos) que diferencian las entradas
con crecimiento determinado de aquellas con crecimiento indeterminado.

e La entrada 11 (‘PH-BENAVITES-1") destac6 por su alto contenido en materia seca,
grasa, polifenoles y, especialmente, en proteinas. Por lo tanto, esta entrada demostro ser
muy prometedora en cuanto a calidad.

e Al comparar el control denominado “Pera” (semillas secas de origen Per() y la entrada
34 (semillas obtenidas a partir del cultivo en Valéncia de las semillas secas citadas
anteriormente) se observd que presentaron un perfil de calidad desigual, lo que indica que
las condiciones edafoclimaticas y las técnicas de cultivo valencianas parecen afectar a los
parametros de calidad de la semilla siendo estas (cantidad de materia seca, contenido en
polifenoles y contenido en minerales). Estos contenidos son mayores en las producciones
valencianas.

e En base a los correspondientes coeficientes de correlacion de Pearson, son pocas las
correlaciones obtenidas entre caracteres de composicion y fenotipicos. Unicamente se
observo la correlacion positiva entre los carbohidratos y el patrén de crecimiento, y
correlaciones negativas entre el contenido en polifenoles y la longitud de la vaina y entre
el contenido en proteinas y el patron de crecimiento. Puede ser muy interesante usar estas
correlaciones para seleccion indirecta en programas de mejora.

e Eltrabajo que se presenta ha posibilitado la generacién de informacién muy util para
la valorizacidn del cultivo del “Garrofé Valencia” contribuyendo a mejorar la
rentabilidad de este cultivo para los agricultores valencianos.
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