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RESUMEN
El frijol(Rhaseolus vulgaris L.) forma parte de la dieta de las personas, debido a que es una
fuente importante de carbohidratos, proteinas, fibras, vitaminas y minerales. EI objetivo del
trabajo fue determinar el efecto de la biofortificacion edéfica y foliar sobre el contenido
mineral, composicién.proximal, compuestos bioactivos y capacidad antioxidante de granos
de frijol de las variedadses criolla y verdin. La biofortificacion edafica se realizé con sulfato
de hierro (FeSO4.7H20), en dosis de 0 (testigo), 0.25 y 0.50 g aplicados al suelo a 5 cm del
tallo de la planta a los 16, 454-55 dias después de la siembra (dds); mientras que de forma
foliar se aplico quelato de hierro (EDDHA 6%) a dosis de 0 (testigo), 25, 50 y 100 uM L
por aspersion al follaje a partir de la flaracion (34 dds), para continuar con aplicaciones a los
44, 54 y 64 dds. La combinacién de ‘las aplicaciones edaficas y foliares generd 12
tratamientos. En los granos se determiné el contenido mineral por espectrofotometria; la
composicion proximal por técnicas de'la_ AOAC; ademas el contenido de compuestos
bioactivos y actividad antioxidante. En la variedad criolla,la biofortificacion edafica y foliar
tuvo efecto en el contenido mineral, composicion proximal, compuestos bioactivos y
actividad antioxidante. El testigo tuvo el menor contenido de hierro y el mayor contenido de
zinc, lo que se puede deber al antagonismo de estos minerales. Las des combinaciones con
el mayor contenido de hierro (0.25 g edafico - 100 uM y 0 g edéafico - 50 uM foliar)
incrementaron el contenido de hierro con respecto al testigo en un 38 y 41%¢Para el verdin,
la biofortificacion edéafica y foliar increment6 el contenido de hierro, niquel, cenizas, proteina
y fibra en el grano, mientras que el zinc y la grasa disminuyeron. Todas las combinaciones
con hierro edéafico o foliar incrementaron el contenido de cenizas, proteinas, fibra cruda,

fenoles totales y antocianinas; mientras que los carbohidratos y la energia disminuyeron en



el verdin. La combinacion 0.50 g edafico - 100 uM foliar tuvo la mayor concentracion de
hierro,.nfquel, cenizas y fibra; mientras que la actividad antioxidante fue estadisticamente
similar ef tedas las combinaciones. Los mayores contenidos de hierro en el grano fueron
superiores entre’un 47 y 75%, valores que son superiores al 29% reportado para frijol

biofortificado.

Palabras clave: Verdin, criolle, compuestos bioactivos, composicién proximal, actividad

antioxidante



ABSTRACT
Commen-bean (Phaseolus vulgaris L.) is part of the daily diet of people, because it is an
important saurce of carbohydrates, proteins, fibers, vitamins and minerals. The aim of this
investigation was to determine the effect of edaphic and foliar biofortification on the mineral
content, proximalcomposition, bioactive compounds and antioxidant capacity of grains of
creole and verdin bean.varigeties. The edaphic biofortification was carried out with iron sulfate
(FeS04.7H20), in doses af 0)(eontrol), 0.25 and 0.50 g applied to 5 cm of the plant stem at
16, 45 and 55 days after sowing.(das) ; while, in a foliar form, iron chelate (EDDHA 6%)
was applied at doses of 0 (control);25, 50 and 100 uM L™ by sprinkling the foliage after
flowering (34 das), to continue with applications at 44, 54 and 64 das. The combination of
edaphic and foliar applications generated 12 treatments. In the grains the mineral content was
determined by quantification by «Spectrophotometry; proximal composition by AOAC
techniques; also the content of bioactive eompounds ‘and antioxidant activity. In the creole
variety, edaphic and foliar biofortification, had an effect on mineral content, proximal
composition, bioactive compounds, and antioxidant activity.~The control had the lowest iron
content and the highest zinc content, which may be due to the antagonism between iron and
zinc. The two combinations with the highest iron content (0.25°g edaphic - 100 uM; 0 g
edaphic - 50 uM foliar) increased the content with respect to the control'by 38 and 41%. For
the verdin variety, edaphic and foliar biofortification increased the iron, nickel ash, protein
and fiber content in the grain, while zinc and fat decreased. All the combinations.with some
edaphic or foliar dose of iron increased the content of ash, protein, crude fiber, total phenols
and anthocyanins; while the carbohydrate and energy content decreased. The combinations

0.50 g - 100 uM had the highest concentrations of iron, nickel, ash and fiber. While the



antioxidant activity was statistically similar for all doses. The highest iron content in the grain

was between 47 and 75%, values that are greater than 29% reported for biofortified beans.

Key words: Verdin, Creole, bioactive compounds, proximal composition, antioxidant activity

\



l. INTRODUCCION

Lasdeguminosas son importantes dentro de los cultivos alimentarios del mundo (Bellucci
et al., 2014)/El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es una de las cinco especies mas cultivadas del
género Phaseolus.y una de las leguminosas de mayor consumo, en América Latina, Africa 'y
Sur de Europa, sembrandose desde los 2,300 metros de altitud (Ulloa et al., 2011). Del frijol
se consumen sus vainas“verdes y sus granos frescos o secos, y la planta seca se usa como
forraje (Izquierdo et al., 2018).

En México el frijol es la~leguminosa de mayor consumo, con una produccion de
2,015,707 toneladas en una superfiCie de 245,933 ha (SIAP, 2018). Su importancia también
se refleja en un consumo per capita antialde 18 kg, lo que representan el 36% de la ingesta
diaria de proteinas en las comunidades rurales (Lara-Flores, 2015). Por lo que representando
una fuente esencial de proteinas, carbehidratos, vitaminas, fibras, metabolitos secundarios;
ademas de minerales como el hierro y zine; esenciales para la salud (Espinoza-Garcia et al.,
2016). Pero por las condiciones nutritivas de_los suelos.donde se produce y las caracteristicas
genéticas de las variedades cultivadas, el contenido de hierre'y zinc en el grano es bajo; por
lo que una de las alternativas planteadas para incrementar el contenido micronutrientes en las
parts comestibles de las plantas cultivadas es la biofortificacion (Bouis y Saltzman, 2017).
Motivo por el cual el frijol ha tomado importancia en estudios de biofgrtificacion, debido a
que es la leguminosa de mayor consumo directo en el mundo, ademas de fuente de minerales
y proteinas (Blair y Astudillo, 2009). Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue
determinar el efecto de la aplicacion edéafica y foliar del sulfato y quelato de hierro bajo
condiciones de campo sobre el contenido mineral, la composicion proximal, los compugstos

bioactivos y la actividad antioxidante de dos variedades de frijol P. vulgaris criollo y verdin
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1. ANTECEDENTES

2.1. Importancia del frijol

Dentro de las leguminosas comestibles, el frijol comun (P. vulgaris) es una de las mas
importantes, debido a su amplia distribucion en los cinco continentes, ademas de que es un
complemento nutricional indispensable en la dieta de millones de personas (Debouck y
Hidalgo, 1985). Se cultiva-en las zonas tropicales y templadas del mundo (Lépiz et al., 2010),
sembréandose las mayores(superficies en América Latina y Africa Subsahariana, donde se

producen tres cuartas partes de-tasproduccion mundial (Bellucci et al., 2014).

El frijol, también es una fuente impertante de nutrientes para mas de 300 millones de
personas, a quienes aporta el 65% de fas proteinas, 32% de energia, y minerales como el
calcio, hierro, fosforo, magnesio; hierro, y zinerademas de acido félico (Lara-Flores, 2015;
Sperotto y Ricachenevsky 2017). Con‘tespecto @l volumen de produccion, México ocupa el
quinto lugar en la produccion mundial con 25273,957, y.én América el tercer productor, solo
superado por volumnen de producién por de Brasil (37294,586 t) y Estados Unidos de

América (1,324,766 t) (Espinoza-Garcia et al., 2016).

2.2. Origen del frijol

El frijol tuvo su origen en el periodo de 7,000 a 8,000 afios a. C., transitando de su forma
silvestre de habito trepador y semillas pequefias, a la forma actual que se siembra en un
amplio rango de ambientes (Lépiz et al., 2010). Se tienen dos grandes acervas genéticas, el
andino y el mesoamericano, con centros de origen en América del Sur y Central (Qmae et
al., 2012). De acuerdo a la distribucion geografica, la mayoria de las especies del géenero

Phaseolus son de origen mesoamericano (Rendén-Anaya et al., 2017). La planta del frijol es
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herbacea de tipo anual, se cultiva desde los tropicos hasta las zonas templadas, siendo México

el centrode origen y domesticacion de varios tipos de frijol (Galvez y Salinas, 2015).

2.3. Morfologia y:fenologia del frijol

El frijol tiene cotiledanés epigeos, foliolos codiformes, y vainas de tamafio mediano con entre
10 y 20 granos (Meza=Vazquez et al., 2015). El ciclo bioldgico se ha dividido en dos fases
principales sucesivas: fase vegetativa y fase reproductiva, la fase vegetativa inicia con la
germinacion de la semilla y tefmina con la aparicion de los primeros botones florales, se
divide en cinco etapas: germinaciény(\V0), emergencia (V1), hojas primarias (V2), primera
hoja trifoliada (\V3) y tercera hoja trifoliada (\V4). La fase reproductiva inicia con la aparicion
de los botones florales, hasta la madurez fisiologica de la semilla y consta de cinco etapas:
prefloracion (R5), floracion (R6),”fermacion/ de* vainas (R7), llenado de vainas (R8) y
madurez fisioldgica (R9) (Fernandez et al.;"1991). Uno.de los factores que modifican el vigor

de la semilla es la plasticidad fenotipica (Celis-Veldzquez et al., 2010).

2.4. Propiedades alimenticias del frijol

2.4.1. Contenido mineral del grano de frijol

El frijol contiene minerales, proteina, carbohidratos y compuestos bioactivos. El contenido
mineral del frijol se presenta en el Cuadro 1. En lo que respecta al hierro se ha encontrado
que su contenido oscila entre 34 y 84.6 ppm, lo que indica la gran variabilidad gue‘hay en las

diferentes variedades de frijol en el contenido de este mineral (Blair, 2013).
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Cuadro 1. Contenido de minerales en el grano de frijol (Espinoza-Garcia et al., 2016; Blair,

2013; Rinkeiro et al., 2010; Gouveia et al., 2014; Rasooll et al., 2019).

Contenido mineral Minimo Maximo
P (%) 0.01 0.62
K (%) 0.33 2.07
Mg (%) 0.15 0.25
Ca (%) 0.07 1.39
Fe'(ppm) 34.00 84.60
Zn (ppm) 1.40 45.30
Cu (ppm) 1.14 12.40
Mn (ppm) 1.17 38.54
N (%) 3.4 4.2

2.4.2. Contenido de proteinas ¥ vitaminas

El frijol es una de las principales fuentes:de proteina’(Garcia, 2009), su contenido varia entre
14 y 33%. Al respecto Kutman et al. (2011) reportaronyque el hierro es un componente
principal de las proteinas, mientras que Blancquaert et al..(2017) reportaron correlaciones
positivas entre el contenido de proteina y la concentracidn_de hierro. Al aumentar la
concentracion de proteina en el grano, también se incrementa la capacidad de
almacenamiento de hierro (Cakmak et al., 2010). Sobre lo mismo, Gomez-Becerra et al.
(2010) reporta que la capacidad de acumular hierro depende de la cantidad.de‘proteina del
grano. De las proteinas que contiene el grano del frijol, las albuminas representan entre el
14.8 'y 20.8%, las globulinas del 33 al 45%, las glutelinas del 12.8 al 41.2% vy las prolaminas
menos del 1% (Raya-Pérez et al., 2014). También contiene vitaminas como el &cido folico,

tiamina, y minerales (Morales-Morales et al., 2016).
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2.4.3,Contenido de carbohidratos y de fibras

Las leguminosas ademas de proveer carbohidratos complejos como el almidon (50 a 65%),
fibra dietética (10 a 20%), y lipidos (0.8 a 2%) (Miquilena e Higuera, 2012). En 100 g de
frijol, se encuentran entre 52 y 76 gramos de carbohidratos, de los cuales el almidon es la
parte mas importante (Ulloa et al., 2011). En lo referente, al contenido de fibras, sobresale la
fibra dietética, que estasformada por polisacaridos indigeribles (Garcia, 2009). En el frijol el
contenido de fibras solubles oseila entre 0.3 y 1.6%, mientras que el contenido de fibras no

solubles oscila entre 25.2 y 36.1% (Chavez-Mendoza y Sanchez, 2017).

2.4.4. Contenido antinutricional del frijol

Los compuestos que reducen la utilizacion de nutrientes y que impiden la actividad bioldgica
de diversos compuestos quimicos,“Se-Haman factores antinutricionales (Garcia, 2009). Se
pueden clasificar como termo estables que son’factores antigénicos, oligosacaridos y
aminoacidos no proteicos toxicos y terma labiles gue)funcionan como inhibidores de
proteasas, lectinas, antivitaminas y entre otros (Elizalde et-al.,»2009). El uso del frijol como
alimento basico primario tiene la limitante de tener factores antinutricionales, que pueden
producir efectos adversos para la nutricion humana y animal (Anton.et al., 2008). Aunque
algunos compuestos como los polifenos son considerados como factores’antinutricionales,
también tienen efectos positivos sobre la salud humana como propiedades anticancerigenas
y antioxidantes (Gamez et al., 1998). Mientras que el acido fitico disminuye la_asimilacion
de las proteinas y limita la digestibilidad de los minerales (Ulloa et al., 2011). La fraccion
fenolica responsable de las caracteristicas de astringencia de los alimentos vegetales esta

constituido por los taninos condensados (Elizalde et al., 2009). La presencia de inhibidores
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potentés de la absorcion, como el &cido fitico o los compuestos de polifenoles causa la

deficiencia del Fe (Hurrell et al., 1999).

2.5. El hierro

El hierro tiene dos’estados de oxidacion Fe™ y Fe*™* (Pérez et al., 2005). Participa en la
sintesis de hemoglobina, mioglobina, citocromos, enzimas y es esencial para la respiracion,
la funcion mitocondrial y produccion de energia (Boutchuen et al., 2019). Como componente
de los grupos de hierro y azufresel hierro es esencial para el grupo protésico de enzimas
involucradas en la proliferacion celular (Camaschella, 2017). Su deficiencia es el trastorno
nutricional mas comun en las personas({(Shahzad et al., 2014). Mientras que en las plantas es

uno de los nutrientes que mas problemas presenta en los cultivos (Juarez et al., 2010).

2.5.1. El hierro en el suelo

El hierro es el cuarto elemento mas abundante en los suelos.después del silicio (Si), oxigeno
(0), y aluminio (Al) (Aguado-Santacruz et al., 2012); su contenido en el suelo se estima en
un 3.8% (Juérez et al., 2010). Es uno de los elementos mas frecuentes en las rocas y suelos
agricolas, aunque se encuentra poco biodisponible en el suelo (Acevedo-Sandoval et al.,
2004). Tiene dos estados de oxidacion conocidos como Fe (11) y Fe (111),"debido a su valencia
+2 y +3 con la que se combina con otros elementos quimicos (Chantes et al., 2012). En el
suelo, la mayor parte del hierro se encuentra formando silicatos de ferromagnesio, hidroxidos
u oOxidos de hierro, formas que no son facilmente asimilables por las plantas (Aguado-

Santacruz et al., 2012). Los oOxidos e hidroxidos de hierro son los responsables del coler
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rojizo0 amarillo de los suelos (Aguado-Santacruz et al., 2012). Debido a la baja solubilidad

de los oxXidos de Fe®*, se precipita como 6xido o hidroxido (Juérez et al., 2010).

2.5.2. El hierro'en las plantas

El hierro (Fe) es<unselemento esencial para el crecimiento de las plantas y de otros
organismos. Se requieré para varios procesos celulares, sirve como cofactor para enzimas
involucradas en la transferencia de electrones u oxigeno (Kobayashia et al., 2019), juega un
papel importante en la biosintesis«de clorofila (Boutchuen et al., 2019), y forma parte esencial
del citocromo, el cual actia como portador de electrones en la fotosintesis y en la respiracién
(Moreno-Moyano et al., 2016). Las plantas lo toman del suelo a través de las raices en forma
activa como Fe?" y Fe®* o como guélato (Castellanos et al., 2000). Las plantas enfrentan el
problema de la baja disponibilidad de\hierro/en el suelo a través de dos estrategias. La
estrategia I, incrementa la solubilidad del"hierro y'libera a la rizosfera protones y agentes
reductores y quelantes, como &cidos organicos y.fenoles’ (Aguado-Santacruz et al., 2012). La
estrategia Il, la utilizan las gramineas, por medio de la cual-en.condiciones de deficiencia de
hierro, la planta libera aminoacidos no proteicos o fitosiderofos.(Juérez et al., 2010).
Después de la absorcion por las raices, el hierro se transloca de las raices a las partes con una
alta demanda. La deficiencia de hierro causa clorosis en las plantas (Boutchuen et al., 2019).
Esta clorosis es més grave en las hojas méas jovenes que en las hojas més viejas, 10 que sugiere
que las hojas méas jovenes funcionan como fuentes fuertes y requieren mas<hierro en
comparacion con las hojas mas viejas (Mori, 1998). En las plantas, hay dos tipos ‘de-tejidos

vasculares: xilemay floema. El hierro absorbido se transporta a los brotes a través del xilema,
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impulsado por la corriente de transpiracion y la presion de la raiz, y se descarga del xilema a

las hojas'mas viejas (Kobayashia et al., 2019).

2.6. Los quelatossy sulfatos

Cuando hay deficiencia'de hierro, se presenta un amarillamiento en las hojas conocido como
clorosis férrica, una desfas-formas maés eficaces de corregir dicha deficiencia es la aplicacion
del hierro en forma de quelato{Fe-EDDHA, etilendiamino-di-o-hidroxifenilacetato férrico)
(Arizmendi-Galicia et al., 2009).sLos quelatos estan considerado como los fertilizantes mas
efectivos comparados con las formas/inorganicas, como los sulfatos (Ortega-Blu y Molina-
Roco, 2007; Rivera-Ortiz et al., 2009){ Un quelato es un compuesto quimico en el que una
molécula organica rodea y se enlaza por varios puntos a un ion metalico, de manera que lo
protege de cualquier accion desde el exterior evitando su hidrdlisis y precipitacion (Perea et

al., 2010).

2.7. Biofortificacién

La biofortificacion es el proceso de aumentar el contenido #/o.la biodisponibilidad de
nutrientes esenciales en los cultivos durante el crecimiento de las plantas (De Valenca et al.,
2017). Se puede lograr a través de métodos convencionales de mejoramiento y biotecnologia
(biofortificacion genética), y a través de estrategias agrondmicas (Rehmans€t al., 2018). La
biofortificacion agronémica, consiste en la aplicacion de los minerales de interés"por medio
de fertilizantes aplicados al suelo o via foliar (White y Broadley, 2009; Estrada-Doeminguez
etal., 2018). Las aplicaciones edéaficas de hierro no son eficientes, debido a que son afectadas

por la rapida y fuerte unién del hierro con las particulas del suelo, lo que impide su absorcion
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(Fernandez et al., 2004). Sobre lo mismo, Cakmak et al. (2010), De Valenga et al. (2017) y
Saeid yJastrzgbska (2018) reportaron que el contenido en el grano se incrementa al realizar
aplicaciones/edaficas y foliares de forma simultanea, pero es mas eficiente la aplicacion de

quelatos via foliar.(Sida-Arreola et al., 2015).

Los programas de biofortificacion se enfocan en incrementar el contenido de hierro, zinc,
selenio y vitamina A, con)el objetivo de complementar y en algunos casos reemplazar la
fortificacion o suplementacion quimica de minerales (Connorton y Balk, 2019). HarvestPlus
reporta que el objetivo de los pregramas de biofortificacion de frijol con hierro debe ser como

minimo de 94 mg kg (Sperotto y RiCachenevsky, 2017).



I1l.  OBJETIVOS E HIPOTESIS

3.1. Objetivo general
Determinar=el efecto en el contenido mineral, composicion proximal, compuestos
bioactivos y capacidad antioxidante de granos de dos variedades de frijol biofortificados

con hierro.

3.2. Objetivos particulares

a) Conocer el efecto de la aplicacion edafica y foliar del sulfato y quelato de hierro sobre
contenido mineral, la composicion proximal, los compuestos bioactivos y la
capacidad antioxidante deda-variedad de/frijol verdin.

b) Conocer el efecto de la aplicacion edaficayfoliar del sulfato y quelato de hierro sobre
el contenido mineral, composicién-proximal,~.Compuestos bioactivos y capacidad
antioxidante de una variedad criolla defrijol.

c) Determinar la dosis edéafica y foliar con la que se tiene.ekmayor contenido de hierro

en la variedad verdin y la variedad criolla de frijol.

3.3. Hipotesis
La aplicacion foliar y edéfica de diferentes dosis de sulfato y quelato’ de hierro,
incrementara el contenido mineral, composicion proximal, compuestos bioactives y la

capacidad antioxidante de los granos de frijol de las variedades verdin y criolla.
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CAPITULO I

Edaphic and foliar biofortification of beans (Phaseolus vulgaris L.) with iron

ABSTRACT
With the objective of determining the effect of iron on mineral content, proximal
composition, bioactivescompounds and antioxidant activity in bean grain (Phaseolus vulgaris
L.), an experiment was condueted in which edaphic doses of iron sulfate (0, 0.25, and 0.50
g) and foliar iron chelate (0;.25, 50 and 100 uM) were applied. Edaphic and foliar
biofortification increased the iran\content in the grain, while zinc decreased it. All
combinations with some edaphic or foliardose of iron increased the ashes, fat, proteins, crude
fiber, total phenols and anthocyanins content, while the carbohydrate and energy content
decreased. The greatest antioxidantcactivities (84.96-89.76%) were nine combinations,

including the control.

Key words: Antioxidant activity, anthocyaninsy bioactive'eempounds, phenols, crude fiber,

protein.

INTRODUCTION
Plants are the main source of iron in our diet, directly as a basic crop or vegetables or
indirectly as fodder for animals. Biofortification is an approach that can be sustainable in the
long term to increase the mineral content in the edible part of plants (Connorton ‘and Balk,
2019), as well as being economical and effective (Li et al., 2018). Biofortification programs

focus on increasing the iron, zinc, selenium and vitamin A content, to complement and
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sometimes replace the fortification or chemical supplementation of minerals (Connorton and
Balk, 2019). Iron deficiency affects over 30% of the world’s population (Feitosa et al., 2018)
affecting women, children and babies more (Haas et al., 2016).

In Mexico, Black beans have an average of 52 mg kg of iron with a variability between 24.8
and 57.5 mg kg (Chéavez-Mendoza and Sanchez, 2017) which is an advantage because
allows to start the biofertification process with high levels of iron. Reports have shown that
the iron content in beans increased after the biofortification by edaphic and foliar
applications, however a chelate“application was more efficient (Sida-Arreola et al., 2015).
HarvestPlus reported that the goal(©f iron-bean biofortification programs must be at least 94
mg kg (Sperotto and Ricachenevsky;.2017) but biofortification increments in beans is
limited due to the low bioavailability of iron, which is associated with the antinutrients
content, such as polyphenols and phytates that function as inhibitors (Petry et al., 2014).
Therefore, the objective was to determine-the,effect’of iron on the mineral content, proximal

composition, bioactive compounds and antioxidant activity in the bean grain.

MATERIALS AND METHODS

The study was carried out at the nursery and greenhouse area of the Academic Division of
Agricultural Sciences of the Judrez Autonomous University of Tabascg;\n the municipality
of Centro, Tabasco, Mexico; at 17°46°56” from LN and 92°57°28” LO, with an altitude of
21 m.

Sowing was carried out in December 2018 on a soil that had 8.9 mg kg* of iron afdy1.9 mg
kg? of zinc. The distance between rows was 0.60 m and 0.20 m between plants, depositing
three seeds per point, to have a planting density of 200,000 plants per hectare. Creole bean

seed (P. vulgaris) was used, with an average flowering of 44 days and maturity to harvest of
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90 days after sowing (DAS), fertilization was performed with 64-46-00 formula of N-P-K
and thesmanagement of the crop was according to INIFAP (2017).

Twelve treatments combining edaphic doses of 0, 0.25, and 0.50 g of iron sulfate
(FeSO4-7H0).and foliar doses of 0, 25, 50 and 100 uM of iron chelate (EDDHA 6%) were
used. The edaphic_applications were made in the emergence, pre-flowering and filling of
pods; while the foliar'were made every 10 days from flowering to maturity, to have a total of
four applications.

The iron (Fe), zinc (Zn), copper (Cu) and nickel (Ni) content was quantify in the grains of
each treatment and repetition by atomic absorption spectrophotometry. While the content of
moisture, ash, crude fiber and fat was determined by the methods of the AOAC (2000). The
protein content was determined with the Dumas method (Calvo et al., 2008), carbohydrates
with the formula: % Carbohydrates<=_.100 - (Ashes + Protein + Fat + Humidity), and energy
in Kcal 100 g* with the formula: Kcal Energy = [(fat x 9) + (carbohydrates x 4) + (protein x
4)].

The total phenolic content was determined by the spectrophotometric Folin-Ciocalteu
method using a standard curve of gallic acid from 10 to 100 mg'ml (Singleton and Rossi,
1965), the results are reported in milligrams of gallic acid equivalents (GAE) per grams of
dry matter (mg GAE ¢! DM). Flavonoid content was quantified with the)method proposed
by Zhishen et al. (1999) and reported in milligrams equivalent to catechin per gram per dry
matter (mg CE g DM). Anthocyanin content was measured with a differential pH method
(Wrolstad, 1976), and reported in milligrams of cyanidine-3-glucoside per gram of dry.matter
(mg C3G g DM) and the percentage of antioxidant activity was determined by the DDPH

method (Hsu et al., 2003).
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The data were analyzed under a randomized complete block design in a 3x4 factorial
arrangement, the edaphic dose was the first factor and was the leaf dose the second. To
determine differences between treatments, mean comparisons were made with the LSD test

(p<0.01). All'analyzes were performed with the SAS 9.2 statistical software.

RESULTS AND DISCUSSION

Table 1 shows the mineral content of the P. vulgaris grains biofortified with iron with
statistical differences (p<0.0X)-between individual and combined treatments. The edaphic
application had no statistical differences between doses of iron and copper, which indicates
that the edaphic application did not increase the iron content. It is known that edaphic
applications of iron are not efficienty because they are affected by the rapid and strong union
of iron with soil particles, which prevents its absorption (Fernandez et al., 2004). Statistical
differences were observed between edaphic dosesof zinc and nickel with an antagonistic
effect, as the iron dose increased, the zinc content decreased, which coincides with the
antagonism of these minerals (Gltowacka et al., 2015). The'oppaosite was observed with nickel
with a synergistic effect between these minerals, since the increase in the iron dose also
increased the nickel content. Rahman et al. (2005) reported that the iron and nickel content
increases within the plant due to their similar chemical and physiological properties. The
foliar application showed differences between the control (0 uM) and the different doses of
iron and zinc.

The highest iron content was obtained with 50 uM, when increasing to 100 UM, the iron
content decreased, but all foliar doses increased the iron content regarding the control#/The
highest iron content with 50 UM coincides with Guillén-Molina et al. (2016) who report that

the doses with the greatest increase in the grain of Vigna unguiculata was with 50 uM of
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iron. Different results are reported in the literature in response to the foliar application of
iron, maybe because the penetration of the solution applied in the leaf is complex and depends
on environmental and plant factors (Fernandez et al., 2015). The highest zinc content was
found in the.control, meanwhile with different doses of edaphic or foliar iron, the
concentration decreased because the antagonistic effect of these minerals (Glowacka et al.,
2015).

For the edaphic and foliar combinations, statistical differences were found in the mineral
content (p <0.01). The highest-iton content was found combining 0.25 g edaphic - 100 uM
foliar (72.07 mg kg™) followed 0 ¢ edaphic - 50 pM foliar (70.65 mg kg™?), the combination
0 g edaphic - 0 uM foliar (control) had the lowest content (51 mg kgt). The two combinations
with the highest iron content aregetter to the control by 38.5 and 41.3%, values that are
greater than the 29% increase in beans-hiefortified with iron (Sida-Arreola et al., 2015). For
zinc, it is observed that as the iron dose increases, zinc.decreases, which corroborates the
antagonistic effect of these minerals (Glowacka.et al., 2015). The highest copper content was
obtained with the control, while combinations with some edaphic or foliar dose decrease the
copper content. However, the control had a low nickel content, while the combinations with
some dose of iron increased it, the combination 0.50 g edaphic - 50 4M foliar showed the

highest nickel content (8.26 mg kg™).
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Table 1. Mineral content of biofortified Creole bean grains with iron

Edaphic Foliar Iron Zinc Cooper  Nickel

(9) uM mg kg

0 0 51.00° 24.87° 10.80? 7.72%¢

0 25 55.5743¢ 14.11°¢ 9.90%¢ 7.92%¢

0 50 70.65% 22.22% 9.55%¢ 7.66°

0 100 52.18° 15.62" 9.943bc 7.78%¢

0.25 0 61.08%¢ 15.30% 8.67° 8.023bc

0.25 25 66,57%¢ 15.63 10.20% 7.92%¢

0.25 50 59 558¢ 11.06° 9.35%¢ 8.39%

0.25 100 72:073 11.35¢ 9.64%¢ 8.39%

0.5 0 53.40° 15.38"¢ 9.95%¢ 8.03%¢

0.50 25 54.15 13.37¢ 9.05" 8.23%¢

0.50 50 67:50°° 7.60° 10.55 8.46°

0.50 100 56.90°¢ 8.74° 9.9783bc 8.26%°¢

0 57.35% 19.20@ 10.05 7.77°

Edaphic 0.25 64.82° 13.34° 9.46° 8.18?

0.50 57.98? 11.27° 9.88° 8.242

0 55.16° 18.522 9.81° 7.922

oliar 25 58.76% 14.37% 9.722 8.022

50 65.90° 13.63%® 9,822 8.172

100 60.38% 11.90° 9.85°% 8.142

Different letters within the column indicate statistical differences according to the LSD test
(p<0.01).

Beans are an excellent source of protein, raw fiber, fat, carbohydrates and energy-(Table 2).
With the edaphic application, statistical differences (p<0.01) were found in the protein,.fat
and carbohydrate content; while with the foliar application, statistical differences were

observed of humidity, ashes, carbohydrates and energy. By increasing the edaphic dose, the
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protein” and fat content increased, while increasing the foliar dose, increases moisture and
ashes. Fhe carbohydrate content decreased as the dose of edaphic iron increased, however
the carbohydrate and energy content increased with the foliar application. It was observed
that as the edaphic or foliar dose increased, the moisture content, ashes, proteins and crude
fiber increased regarding the control. The increase in edaphic or foliar combinations also
increased the content-of ashes (2.91 to 3.64%), protein (19.75 to 21.43%) and crude fiber
(1.91 to 2.1%). The high ash content found in the combinations indicates that the application
of iron increases the mineralieontent in the grain, while the high protein content of the
combinations may be related to the'high iron content of the combinations (Table 1). Cakmak
et al. (2010) reported that increasing the\protein concentration in the grain also increases the
storage capacity of iron. Gomez-Begerra et al. (2010) reported that the ability to accumulate
iron depends on the amount of protein.in the grainsThe crude fiber content ranged from 1.54-
2.1% and the iron combinations were higher than the'control, indicating that iron increases
the raw fiber content and are values that are within the reported for biofortified beans (Brigide
et al., 2014). The control had the highest carbohydrate and energy contents (68.83% and
371.53 Kcal 100 g1), while the edaphic or foliar iron combinations decreased the content

regarding the control.
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Table 2. Proximal composition of biofortified Creole bean grains with iron

Edaphic #Foliar Humidit Ash  Protein Fat  Fiber Carbohydrate Izr;rfgo
) (eM) y % % % % % % -
0 0 5.36 2.60° 19.56¢ 1.90®° 1.54° 68.832 371.53?
0 25 6.612 2.91°  20.14°d 1992 210 66.27° 363.43%
0 50 6.12° . 3.31% 20.60%¢ 1.70% 1.94° 66.30° 363.00°
0 100 5.73¢ 3.64% 20.413cd  1.78bcd 1 982 66.47° 363.50%
0.25 0 5.84%" (" 324%  21.43%  1.80° 2.08 65.63% 364.30°%
0.25 25 5.94bcde  2gghc 21232 1.63¢ 2.06° 66.23°¢ 364.60°%
0.25 50 6.03°d  3.16%°¢ 1975¢  1.93% 1,922 67.40° 365.200c
0.25 100 5.82%  3.30% 20.94%® 1977 1.91% 66.07¢ 365.730
0.50 0 6.00°% 291  2Qyec 193 1.96° 66.47° 366.17"
0.50 25 5.71°  2.93%_ 20i54%c 193 1972 66.90° 367.27°
0.50 50 6.08°d 2,929 2129877 2.00° 2.05% 65.73% 365.80°
0.50 100 6.24°  3.10%¢ (\21.10%" ¢ 1,95°  2.06° 65.57¢ 364.17°%

0 5.96% 3.122  "2022° 484 1.89° 66.972 365.372

Edaphic  0.25 5.91° 3.15%  20.79%) 1.83%+ 1.99° 66.33% 364.96°

0.50 6.01° 2.96°  20.91%_/ 1.95%¢ 2,012 66.17° 365.85

0 5.73° 2.92° 2065 1.87° 1867 66.98° 367.332

_ 25 6.09 291°  20.64® 1.85% 2.04? 66.47% 365.10°
Foliar 50 6.082 3.13%  2046% 1.87% 1.97° 66.48% 364.67°
100 5.93? 3.358  20.82*  1.90° 1.99° 66.03" 364.47°

Different letters within the column indicate statistical differences according to the LSD test
(p<0.01).

Bioactive compounds like anthocyanins showed statistical differences (p<0.01)“with an
edaphic application while in a foliar form, statistical differences were found in total phenols
and flavonoids content, and antioxidant activity (Table 3). The highest total phenolic content

was obtained with 50 uM of iron chelate, it decreased with 100 uM. This increase is also
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observed with the edaphic application, but without statistical differences. Phenolic
compaunds in food play an important role in human health, due to their antioxidant, anti-
inflammatory, antiviral and anticancer properties (Cevallos-Casals and Cisneros-Zevallos,
2010). The highest total phenolic content was with 50 uM. With the iron combinations, the
total phenolic content.varied between 3.85-7.37 mg GAE g* DM but all doses were higher
than the control, the-eombination 0.25 g edaphic - 50 UM stands out. In general, the
combination’s content wag greater than 3.44 mg GAE g* DM of total phenols reported for
black beans (Silva et al., 2018); indicating that the iron combinations increase the content,
which can be due to the effect of the stress of the combinations in the plant, since the phenolic
compounds are originated by the effect of the secondary metabolism in response to the
ecological and physiological pressures inthe plants (Lattanzio, 2013).

The flavonoid content had statistical differences.between edaphic and foliar doses, higher
doses presented the lowest content. The"combinations had statistical differences of catechin
with contents between 0.41-1.53 mg g DM, but the combinations 0.50 g edaphic - 50 uM
foliar, and 0.50 g edaphic - 100 uM foliar that.had the highest iron content, decreased the
content of flavonoids; which coincides with the individual effectsof edaphic and foliar doses,
since as the dose increased, the flavonoid content decreased. For anthocyanins, statistical
differences were found in the edaphic application, with the doses of 0 and)0.25 g presenting
the highest contents, while for the foliar application no statistical differences'were detected,
but there is a tendency to increase with the dose. In the combinations, values hetween 0.76-
1.64 mg EC3G g extract were found, with the lowest value being the control combination.
In general, the anthocyanin contents are similar to those reported by Armendariz-Fernandez

et al. (2019) for Mexican bean varieties. Within the dose, the combinations that stand out are:
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0 g edaphic - 25 uM foliar, 0.25 g edaphic - 0 uM foliar, and 0 g edaphic - 25 uM foliar with
the highest contents.

The antioxidant activity of the iron combinations ranged from 79.63 to 89.76%, with the
highest value\being the 0.25 g edaphic - 0 uM foliar combination, which was statistically
similar to the antioxidant activity that had eight combinations, including the control. In this
regard, Armendariz-Fernandez et al. (2019) reported that the antioxidant activities in black
beans is like those found dn this work. Salinas et al. (2005) indicated that the antioxidant
activity is related to the preseheg.of compounds that give color to the seed coat, with black

grains presenting high antioxidant@etivity.
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Table”3. Bioactive compound content and antioxidant activity of biofortified Creole bean

grains-with iron.

Edaphic Foliar Total phenols Flavonoids Anthocyanins Antio'xi.dant
© M) (mg GAE g (mg CEg™! (mg EC3G ¢! Activity
DM) DM) extract) (%)
0 0 3.85° 0.89" 0.76° 86.82%
0 25 5.49Pcd 1.03° 1.642 86.84%
0 50 6.75% 0.77bcde 1.4330¢ 85.132bcd
0 100 62062 0.96° 1.3920cd 84.36 2
0.25 0 6.18°%¢ 1.532 1.48% 89.762
0.25 25 4.40% 0.82°cd 0.89¢cde 86.66 2
0.25 50 7.372 0.49¢% 1.3723bcd 79.63¢
0.25 100 5.12¢de 0.97° 1.323bcd 80.66%
0.50 0 6.60% 0.56% 1.143bcde 85.4230¢
0.50 25 5,740 0.54¢de 0.91°cd 81.230d
0.50 50 4,99 0.42¢ 0.86% 84.96%c
0.50 100 5.943bc 041° 0.97bcde 86.69%
0 5.542 0.90 1.302 85.792
Edaphic 0.25 5772 0.952 1.272 84.572
0.50 5.82° 0.49° 0.97° 84.18°2
0 5.21° 0.992 1.132 87.332
Foliar 25 5.54P 0.80° 1.152 84.912
50 6.372 0.782 1,222 83.24°
100 5.71% 0.54° 1.238 83.90°

Different letters within the column indicate statistical differences accordingto the LSD test

(p<0.01).
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CONCLUSION
Bean biofortification with edaphic doses of iron sulfate and iron chelate foliates influences
the mineral gontent, proximal composition, bioactive compounds and antioxidant activity of
the grain. The.highest iron contents were in the combinations 0.25 g edaphic - 100 uM foliar,
and 0 g edaphic - 50 M foliar. In general, all combinations with some dose of iron increased
the ashes, fat, proteins,. crude fiber, total phenols and anthocyanins content, while
carbohydrate and energy(content decreased with combinations with iron. The highest
antioxidant activities were nine-combinations, including the control combination with values

ranging from 84.96-89.76%.
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CAPITULO I

Biofortificacion agronomica de granos de frijol comdn (Phaseolus vulgaris L.) con

hierro

Agronomic biofartification of common bean grain (Phaseolus vulgaris L.) with iron

RESUMEN
La biofortificacion es el proceso que mejora la biodisponibilidad de nutrientes esenciales en
las partes comestibles de plantas cultivadas, por medios convencionales o técnicas de
biotecnologia moderna. El objetivo, del‘\trabajo fue determinar el efecto en el contenido
mineral, composicién proximal, compuestos bioactivos y capacidad antioxidante de granos
de frijol (Phaseolus vulgaris L.) biofortificados caoprhierro; se realiz6 un experimento en el
que se aplicaron dosis edaficas de sulfato de hierro (0;0.25 y 0.50 g) y foliares de quelato de
hierro (0, 25, 50 y 100 uM). En los granos se determino el contenido de hierro, zinc, niquel,
manganeso, calcio y potasio por cuantificacion, ademas del contenido de cenizas, proteina,
grasas fibra, fenoles totales, flavonoides, antocianinas y capacidad antioxidante. La
biofortificacion edéfica y foliar incrementa el contenido de hierro, niquel, cenizas, proteina
y fibra en el grano, mientras que el zinc y la grasa disminuyen. Todas las combinaciones con
alguna dosis edéafica o foliar de hierro incrementaron el contenido de cenizas, proteinas, fibra
cruda, fenoles totales y antocianinas; mientras que el contenido de carbohidratosgyenergia
disminuyen. La dosis 0.50 g - 100 uM tuvo las mayores concentraciones de hierro, niguel,
cenizas y fibra. Mientras que la actividad antioxidante fue estadisticamente similar para todas
las dosis, incluyendo al testigo. Es factible incrementar el contenido de hierro, niquel, fibra
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y protéina en los granos del frijol por medio de la biofortificacion edéafica y foliar, sin
disminuir-el contenido de compuestos bioactivos y la a ctividad antioxidante.
Palabras clave: Phaseolus vulgaris L., compuestos bioactivos, fenoles totales, capacidad

antioxidante.

ABSTRACT

Biofortification is the process.that improves the bioavailability of essential nutrients in the
edible parts of cultivated plants/by conventional means or modern biotechnology techniques.
The objective of determining the €ffect of iron on mineral content, proximal composition,
bioactive compounds and antioxidant/€apacity in bean grain (Phaseolus vulgaris L.), an
experiment was conducted in whichredaphic doses of iron sulfate (0, 0.25, and 0.50 g) and
foliar iron chelate (0, 25, 50 and 100.4M) were_applied. In the grains the content of iron,
zinc, nickel. Manganese, calcium and-jpotassium®were determined by quantification, in
addition to the content of ash, protein, fat, fiber, total phenols, anthocyanins and antioxidant
capacity. Edaphic and foliar biofortification increased the'iron, nickel, ash, protein and fiber
content in the grain, while zinc and fat decreased it. The dose 0.50°g - 100 uM had the highest
concentrations of iron, nickel, ash and fiber. While antioxidant activity was statistically
similar for all doses, including the control. It is feasible to increase the content of iron, nickel,
fiber and protein in beans through soil and foliar biofortification with”iron, without
decreasing the content of bioactive compounds and antioxidant activity.

Key words: Phaseolus vulgaris L., bioactive compounds, total phenols, antioxidant activity.
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INTRODUCCION

El frijol(Rhaseolus vulgaris L.) es una de las principales fuentes de nutrientes en el mundo,
por su alto gontenido de proteinas, carbohidratos, minerales y vitaminas. Para méas de 300
millones de personas en el mundo, es una fuente importante de nutrientes, aportando el 65%
del total de las proteinas consumidas, el 32% de la energia, ademés de importantes cantidades
de hierro, zinc, tiaminasy acido folico (Petry et al., 2015). Por su preferencia y consumo es
la leguminosa més cultivada en América Latina, Africa y en el sur de Europa (Sperotto y
Ricachenevsky, 2017). En MéxiCo, es la leguminosa de mayor consumo, con una produccion
de 2015707 toneladas en una superficie de 245933 ha (SIAP, 2018). Su importancia también
se refleja en un consumo per capita antial de 18 kg, lo que representa el 36% de la ingesta
diaria de proteinas en las comunidades rurales (Lara-Flores, 2015).

La carencia de hierro, es la deficieneia.de-micronutriente mas comun en el mundo, que afecta
a mas de 2000 millones de personas (Finkelstein et al., 2017); lo que representa alrededor
del 30% de la poblacion mundial, de las cuales alrededer del 40% se encuentra en paises en
desarrollo (Vasconcelos et al., 2017). Siendo Jos efectos.mas comunes la anemia en las
mujeres embarazadas y el retraso en el desarrollo del crecimiento de los nifios en edad
preescolar, ademas de causar la mortalidad materna e infantil, y diSminucion del rendimiento
fisico de las personas adultas (Lopez et al., 2016; Kok et al., 2018). En‘las plantas, el hierro
es un micronutriente esencial, que se requiere con frecuencia en proeesoes como la
fotosintesis, la respiracion y la biosintesis de clorofila; por lo que tiene una gram importancia
para el crecimiento de la planta (Connorton et al., 2017). Aunque las necesidades.de‘hierro
en las plantas son bajas, su deficiencia se puede observar cuando las plantas se ponen
cloroticas, lo que limita el crecimiento y causa pérdidas en el rendimiento y calidad en los

cultivos (Li y Lan, 2017).
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La”biofortificacion es un método eficaz y econdmico que sirve para incrementar el
contenido, y la biodisponibilidad de minerales y vitaminas en las plantas cultivadas
(Finkelsteinget al., 2017), en particular las plantas que se utilizan como alimento basico en
los paises en ‘desarrollo (De Valenca et al., 2017). La biofortificacion agronémica, consiste
en la aplicacion de los.minerales de interés por medio de la aplicacion de fertilizantes al suelo
o0 via foliar (Cakmak'et‘al., 2010). Uno de los cultivos en proceso de biofortificacion es el
frijol, en el que se esta trabajando para incrementar el contenido de hierro; debido a que es la
leguminosa de mayor consumo-enel mundo (Ates et al., 2018). Para fines de biofortificacion,
el frijol negro en México tiene la(ventaja de tener en promedio 52 mg kg™ de hierro, con
variabilidad entre 24.8 y 57.5 mg kg'¢(Chavez-Mendoza y Sanchez, 2017), lo que permite
comenzar la biofortificacion con niveles altos de hierro. Sobre la biofortificacién del frijol
con hierro, se reporta que el contenido-en el grano se incrementa al realizar aplicaciones
edaficas y foliares de forma simultanea; pero, es més eficiente la aplicacion de quelatos via
foliar (Sida-Arreola et al., 2015). Al respecto, HarvestPlus reporta que el objetivo de los
programas de biofortificacion de frijol con hierro debe ‘ser’ como minimo de 94 mg kg*
(Sperotto y Ricachenevsky, 2017). Pero los incrementos de hierro en el grano de frijol, se
pueden ver limitados debido a la baja biodisponibilidad del hiefro, que se asocian con el
contenido de antinutrientes, como polifenoles y fitatos que funcionan_como inhibidores
(Petry et al., 2015). Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto
en el contenido mineral, composicion proximal, compuestos bioactivos #y_€apacidad

antioxidante de granos de frijol biofortificados con hierro.
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MATERIALES Y METODOS
El experimento se realizd en el area de viveros e invernaderos de la Division Académica de
Ciencias ‘Agropecuarias (DACA) de la Universidad Juarez Auténoma de Tabasco (UJAT),
ubicado en el.municipio de Centro, Tabasco, México (17°46°56” N y 92°57°28” W, 21
msnm). Con clima calido hiumedo, abundantes lluvias en verano, temperatura maxima
promedio de 40 °C enel.mes de mayo y minima promedio de 21.7 °C en los meses de
diciembre y enero. La precipitacion pluvial promedio anual es de 2237 mm, siendo el mes de

septiembre el mas lluvioso y abril-el de menor precipitacion.

Establecimiento del cultivo

Se sembrd la variedad Verdin, la cual es tolerante a la sequia terminal con floracién promedio
entre 34 y 37 dias después de la siembra (dds).y madurez fisiolégica entre 67 y 70 dds
(Tosquy et al., 2016). El suelo del area de siembra ti€ne un contenido de 10 mg kg™ de hierro,
1.0 mg kg* de zinc y 3.0 mg kg de cobke; ‘mientras/que el nitrégeno, calcio, magnesio,
potasio y sodio fueron de 0.24, 3.51, 0.35, 0.64.y 0.59 g kg:-*/de suelo, respectivamente; con
pH de 5.94 y alto contenido de materia organica. La siembra se realizo en el mes de diciembre
de 2018 bajo condiciones de temporal, en surcos a 0.60 m de distancia y entre plantas de 0.20
m, depositando tres semillas por punto, para tener una densidad de (200,000 plantas por
hectarea. La fertilizacion se realizé al momento de la siembra con la formula64+46-00 de N,
P, K, recomendada para el cultivo de frijol (INIFAP, 2017). Se realizaron deshierbes a los 8,
15, 30 y 45 dds, aporque a los 30 dds, aplicacion de Oxicloruro de cobre a los 16 dds.para el
control de antracnosis debido al exceso de humedad, y el control de plagas se realiza"con
cipermetrina a los 23 y 33 dds para controlar perforadores y masticadores en dosis de 200

mL ha! del producto comercial (Tosquy-Valle et al., 2014).
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Biofortificacion edéafica y foliar

La biofertificacion edafica se realizé con sulfato de hierro (FeSO4.7H20), en dosis de 0
(testigo), 0,25 y 0,50 g aplicados a 5 cm del tallo de planta a los 16, 45 y 55 dds; mientras
que de forma‘foliar se aplicé quelato de hierro (EDDHA 6%) a dosis de 0 (testigo), 25, 50 y
100 uM L hasta'punto*de rocio en las hojas a partir de la floracion (34 dds), para continuar
con aplicaciones a los'44, 54 y 64 dds. La combinacion de las aplicaciones edaficas y foliares
de hierro generd 12 tratamientos.

Contenido de mineral

La determinacion del potasio (K), €alcio (Ca), fierro (Fe), zinc (Zn), niquel (Ni) y Manganeso
(Mn) se realizé de acuerdo con Wolf (1982). Para realizar la determinacion se mineraliz6 una
muestra de 1 g por digestion trigcida. ‘El K, Ca, Fe, Zn, Ni y Mn se cuantificd por
espectrofotometria de absorcion atomieaen un espectrofotémetro Thermo ScientificTM (iCE
TM 3000 series AAS). Los macronutrientes se reportan.en g kg y los micronutrientes en

mg kg™t.

Composicion proximal y compuestos bioactivos

El contenido de cenizas, fibra cruda y grasas se determiné por los_métodos de la AOAC
(2000), y la proteina con el método de Dumas (Calvo et al., 2008). ‘Para determinar el
contenido de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante se obtuvo ‘un extracto
enzimatico del macerado de 1 g de cada tratamiento y repeticién al que se le @agregaron 10
mL de metanol al 80%, para luego centrifugar a 6000 rpm por 10 minutos a 4 °C. El'contenido
de fenoles totales se determind con el método colorimétrico de Folin-Ciocalteau (Singleton

y Rossi, 1965), mediante una curva patron de acido cafeico de 10 a 100 pg mL™. Para
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determinarlo se tomaron 250 L del extracto enzimatico al que se le agregaron 750 pL de
Na,CQg"al 2%, 250 pL de Folin-Ciocalteau al 50%, y 1375 pL de H20O desionizada, para
luego incubar en oscuridad a temperatura ambiente por 60 minutos. Para luego medir la
absorbancia a.725 nm en un espectrofotometro de luz visible (Spectrophotometer, Thermo
Scientific, Génesis.10s UV/Vis). Los resultados se reportan en miligramos de acido cafeico
por gramo de peso seco’ (ng AC g* PS). El contenido de flavonoides se determiné con el
método propuesto por Zhishenret al. (1999). Para lo cual se tomaron 250 pL de extracto
enzimatico, al que se le agregaron 75 L de NaNO- al 5%, y se agito en un vortex y se dejo
reposar por 5 minutos. Transcurrido.el tiempo, se agregaron 150 pL de AICI al 10% y 500
pL de NaOH al 1My 2,025 pL de H.Q'tridestilada. Se agito de nuevo en el vortex y se dejo
reposar por 40 minutos. La lectura de la absorbancia se realizd a 510 nm en un
espectrofotometro de luz visible #(Spectrophotometer, Thermo Scientific, Génesis 10s
UV/Vis). Los resultados se reportan enmgrequivalente de catequina g™ muestra (mg EC g*
PS). El contenido de antocianinas totales'se‘determin® por el método de pH diferencial
propuesto por Wrolstad et al. (1990). La mezcla de reaccion se realizo en dos fases: 1) Se
colocaron 500 uL del extracto enzimatico en un tubo de ensayo.al que se le agregaron 2000
pL de cloruro de potasio a pH 1,0, para luego agitar en un vortex y leer la absorbancia a 460
nm. 2) Se colocaron 500 pL del extracto enzimatico en un tubo desensayo al que se le
agregaron 2000 pL de acetato de sodio a pH 4,5 para luego agitar en unvortex y leer la
absorbancia a 710 nm. La absorbancia se determind en un espectrofotometro de luz
(Spectrophotometer, JENWAY 6405 UV/Vis). El contenido de antocianinas totales se
determino con la formula:

1000

Antocianinas totales = (Abs460 - Abs710) * 449.2 x 0.2 * 26900
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Donde: 449.2 es el peso molecular, 0.2 el factor de dilucion, 1000 una constante y 26900
cyanidin©3-glucoside. Los resultados se reportan en mg de cianidina-3-glucosido g* de peso

seco (mg‘C3G g*PS).

Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante se determind por el método colorimétrico basado en la capacidad
de los compuestos fendlicos para reducir o atrapar el radical 1,1-difenil-2-picril hidrazilo
hidratado (DPPH) propuesto por Hsu et al. (2003). La solucion de DPPH se prepar6 en
metanol a 0,1 mM, en cantidad(suficiente para el trabajo del dia y se mantuvo al resguardo
de la luz. Del extracto enzimatico se.tomaron 500 pL al que se le agregaron 2500 uL de
solucién DPPH. La mezcla se dejo reaceionar por 60 minutos en condiciones de oscuridad y
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo,se realizé la lectura de absorbancia a 517 nm
en un espectrofotometro UV-VIS 6405, marca JENWAY. Los resultados se reportan en

porcentaje de inhibicion (% de inhibicion).con la sigdiente formula:

o Amuestra —A blanco
% de inhibicion = (1 - i roforelid > *

A muestra = absorbancia de la muestra, A blanco = absorbancia del blanco y A referencia =
absorbancia de la referencia que contiene el radical DPPH.

Andlisis estadistico

Los datos de la fertilizacion edafica y foliar se analizaron bajo un arreglo fagtorial 3x4 con
un disefio de bloques al azar, en donde el primer factor fueron las dosis edaficas de sulfato
de hierro y el segundo las dosis foliares de quelato de hierro. Para determinar diferencias
entre tratamientos se realizaron la prueba DMS (P<0,01). Todos los analisis se realizaroncon

el programa estadistico SAS (SAS, 2009).
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RESULTADOS Y DISCUSION
En el Ctadro 1 se presenta el contenido mineral de los granos de frijol variedad Verdin
biofortificado con hierro, donde se observan diferencias estadisticas (P<0.01) en los efectos
individuales Y. las, combinaciones. Para los efectos individuales se tuvieron los mayores
contenidos de hierro con las dosis de 0.50 g edaficos y con 100 uM foliares, lo que indica
que las mayores dosis-@deé hierro incrementaron la concentracion de este mineral en el grano.
En las combinaciones el cantenido de hierro oscilé entre 50.22 (0.25 g edafico — 0 uM foliar)
y 89.98 mg kg* (0.50 g edafic6<200 uM foliar). Todas las combinaciones edéaficas y foliares
con excepcién de la combinacion Q.25 g edafico — 0 uM foliar, tuvieron contenidos mayores
de hierro que la combinacion testigo) (0g edafico — O pM foliar). El contenido
estadisticamente similar del testigosy la combinacién (0,25 g edafico — 0 uM foliar) se puede
deber a que fue la combinacion con€l.menor contenido de hierro edafico y sin aplicacién de
hierro foliar, al respecto Kok et al. (2018)reportaren que la aplicacién edafica de dosis bajas
de hierro no tiene efecto en la nutricion defla planta, debido a la fuerte union entre el hierro
y el suelo, lo que reduce la absorcion en la planta de este mineral. Con respecto, a las cuatro
combinaciones con los mayores contenidos de hierro en el grane, estas fueron superiores a
la combinacion testigo entre un 47.62 y 75.91%, valores que son superiores al 29% reportado
para frijol biofortificado con quelato y sulfato de hierro (Sida-Arreola et al., 2015). Los
mayores contenidos de hierro de todas las combinaciones de hierro edéafico yfoliar coincide,
con excepcion de la dosis 0.25 g edafico — 0 uM foliar, coincide con Cakmakzet.al. (2010),
De Valenca et al. (2017), y Saeid y Jastrzebska (2018) quienes mencionan que la aplicacion
simultanea de hierro edafico y foliar es el método mas eficiente para incrementar el contenido

en las partes comestibles de las plantas.
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Cuadro 1. Contenido mineral de granos de frijol variedad Verdin biofortificados con hierro

Edafica Foliar  Hierro Zinc Niquel Manganeso Calcio Potasio
(9) (M)  mgkg! mgkg' mgkg!  mgkg'  gkg'  gkg®
0 0 51.15°  33.49° 5.88 11.20% 0.24° 3.87°
0 25,  67.90° 2589%c  §.21°f 8.33b 0.312 2.27¢
0 50 () 65.00%  20.88 6.15f 11.76° 0.24>  2.92%cd
0 100 ¥ ~75.51%¢  29.89%°c .12 8.972bcd 0.27%  3.42%c

0.25 0 50:22¢  26.57%c  6.73% 8.6920cd 0.29°  2.46°«
0.25 25 5722%» 24563  6.72% 10.843b¢ 0.26®  3.56%
0.25 50  69.57°d 228.92%c .82 7.91% 0.28%  2.29¢
0.25 100 79.69%c(__21.62¢ 6.79¢ 8.8930cd 0.27%  2.70%
0.50 0 70.310cd  “p5p13c 6 95bed 10.76%¢ 0.28% 3,173
0.50 25 81.64%  32.20% 7.42% 6.77¢ 0.322 2.009
0.50 50  64.72¢%  14,09¢=" 7.358c 8,573 0.26%  2.90?cd
0.50 100 89.98%  23.36° 7.68? 10.76%°¢ 0.31% 2,540
0 64.90° 2854 6.09° 10.072 0.272 3.122

Edafica  0.25  64.18°  25742% 6.76" 9.09? 0.282 2.75
050 76.18  23.72¢ 7.35% 9.222 0.29° 2.65°

0 66.59°  28.422 6.52° 10.222 0.272 3.172

Foliar 25 67.05°  27.56° 6.78% 8.65° 0.30? 2.612
66.43°  24.96® = 6.77%® 9,42 0.26° 2.702

100  74.24¢  21.30° 6.87° 9.552 0.28° 2.89°

Medias con letra diferente dentro de columna indican diferencias significativas segun la
prueba DMS (P<0.01).

Los mayores contenidos de zinc se tuvieron con la dosis testigo edafico (0 g) y foliar (0 pM),
ya que al incrementar la dosis de hierro el contenido de zinc disminuye. Aunquespara la
aplicacion edéafica no se tuvieron diferencias estadisticas entre las diferentes dosis, se observa

una tendencia a que el zinc disminuye con el incremento de la dosis de hierro. Para la
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aplicaeion foliar se observaron diferencias estadisticas entre las diferentes dosis aplicadas,
presentando el menor contenido de zinc la dosis de 100 uM. En lo que respecta, a las
combinaciopes se observa que el contenido de zinc en el grano disminuye al incrementar la
dosis edafica ‘a.foliar, presentando el mayor contenido la combinacion testigo (0 g edafico —
0 uM foliar) con 33:49 mg kg, mientras que el menor contenido se tuvo con la combinacion
0.50 g edafico — 50 uMdfoliar con 14.09 mg kg™. Tanto en las dosis individuales como en las
combinaciones se observ@ qué al incrementar la dosis, el contenido de zinc en el grano
disminuya; lo que se puede deber-al efecto antagdnico reportado entre estos minerales (Saha
et al., 2015). Para el niquel, se(observo un efecto contrario al zinc, debido a que, al
incrementar de la dosis de hierro edafico.0 foliar, también aumenté el contenido de niquel en
el grano, lo que indica un efecto sinérgico entre estos minerales, presentando los mayores
contenidos las dosis de 0.50 g edafico-y-100 uM-foliar. Al respecto, Rahman et al. (2005)
reportan que el hierro y el niquel incrementan de ferma similar dentro de la planta, debido a
que tienen propiedades quimicas y fisialogicas similares. Para las combinaciones se
encontraron valores entre 5.88 y 7.68 mg kg de niquel, presentando las combinaciones con
el mayor contenido de hierro edafico y con 25, 50 y 100 uM losJnayores contenidos.

Para el manganeso no tuvieron diferencias estadisticas entre las dosis edéaficas y foliares
aplicadas, mientras que en las combinaciones oscil6 entre 6.77 y 11.76 mg)kg ™, presentando
el mayor contenido la combinacion 0 g edéafico — 50 uM foliar, valor que es estadisticamente
similar al contenido de otras ocho combinaciones. En lo referente al calcio y potasio, no se
detectaron diferencias estadisticas cuando se aplic6 de forma edéafica o foliar ‘el\hierro,
mientras que en las combinaciones el contenido oscil6 entre 0.24 y 0.33 mg kg de cal¢ioyy
de 2.00 a 3.87 mg kg'* de potasio. En lo que respeta a las combinaciones se observé que hubo

efecto entre la aplicacion edafica y foliar, presentando el menor contenido la combinacion
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testigo; mientras que todas las combinaciones con algun contenido de hierro tuvieron
contenidos mayores que el testigo. Para el potasio el mayor contenido lo tuvo la combinacion
testigo con 3.87 mg kg, mientras que el menor contenido lo presenté la combinacion 0.50
g edafico — 25\uM foliar con 2.00 mg kg*; presentando seis combinaciones contenidos
similares estadisticamente que la combinacion testigo.

En el Cuadro 2 se presenta la composicion proximal de los granos de frijol biofortificado con
hierro, donde se observandiferencias estadisticas (P<0.01) en los efectos individuales y las
combinaciones. Para el contenido de cenizas se encontraron diferencias estadisticas en los
efectos individuales, presentanda™la’ aplicacion edéafica testigo (0 g edéafico) el mayor
contenido, para la aplicacion foliar sefencontré un efecto inverso, ya que el contenido de
cenizas incrementd con el incremento de la dosis de hierro, presentado estadisticamente los
mayores contenidos las dosis 25, 50y.100 uM; Al aumentar la dosis edéafica se observo que
el contenido de proteinas y fibras incrementd, mientras que el contenido de cenizas y grasas
disminuyd. Para la aplicacion foliar se observa gue, aldncrementar la dosis, el contenido de
cenizas, proteinas y fibras incrementan, mientras que el contenido de grasas disminuyo. En
lo referente a las combinaciones, el contenido de cenizas oscilé entre 3.20 y 6.87%,
presentando el menor contenido la combinacion testigo, mientras‘que_ el mayor contenido lo
presentd la combinacion 0.50 g edafico — 100 uM foliar, lo que indiga que el incremento
simultaneo de la dosis edafica y foliar incrementan el contenido de ceniza, El contenido de
proteina oscild entre 21.00 y 24.81%, presentando el menor contenido lazCcombinacion
testigo, mientras que los mayores valores lo tuvieron las combinaciones 0.50 g edafico — 100
MM foliar y 0.25 g edafico — 100 pM foliar, las cuales tuvieron altos contenidos de hierro
(Cuadro 1), por lo que se puede inferir que el hierro y las proteinas se correlacionan de manera

positiva. Al respecto Kutman et al. (2011) reportaron que el hierro es un componente
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principal de las proteinas, mientras que Blancquaert et al. (2017) reportaron correlaciones
positivas-entre el contenido de proteina y la concentracion de hierro en los granos de trigo.
Para las tombinaciones, el contenido de grasa oscilo entre 1.08 y 3.76%, presentando el
mayor contenide la combinacion testigo, mientras que todas las dosis con algun contenido
edafico o foliar de.hierro tuvieron contenidos menores estadisticamente, lo que indica que la
aplicacion de hierro disminuyo el contenido de grasas en los granos de frijol biofortifcados
con hierro. Para el contenido de fibras se encontraron valores entre 1.76 y 2.03 presentando
el menor valor la combinaciéntestigo, mientras que los mayores valores lo tuvieron las
combinaciones con las mayores dosis edaficas y foliares, pero en general el contenido de
fibras de las combinaciones se encuentra dentro de los contenidos de fibras reportados para

frijol biofortificado (Brigide et al.,2014).
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Cuadro 2. Composicién proximal de los granos de frijol variedad verdin biofortificados

con hierro.

Edafica(g) Foliar (uM) Cenizas % Proteina%  Grasas%  Fibracruda %

0 0 3.20° 21.00° 3.76° 1.76¢

0 25 3.91¢ 22.91%¢ 2.00° 1.88¢

0 50 5.41P 21.220¢ 1.42bcde 1.992

0 100 5.41° 23.41%¢ 1.33¢de 1.95%
0.25 0 4,019 23.45%¢ 2.08% 2.00%
0.25 25 4.101 24.12% 1.30% 2.01%
0.25 50 6.49% 22.443b¢ 1.11¢ 1.92%
0.25 100 6.23° 24.80? 1.66°¢de 1.973%¢
0.50 0 5:08° 23.40%¢ 2.15° 2.00%
0.50 25 6.373 21.79% 1.45Pcde 2.01%
0.50 50 6.36% 22.358¢ 1.18° 2.03?
0.50 100 6.87° 24,812 1.08° 2.032
0 5.90° 21:13° 2.132 1.89°

Edafica 0.25 5.01° 23(35% 1.54° 1.982
0.50 4.88° 23.442 1.46" 2.002

0 4.45° 22.00P 2.66° 1.92°

Foliar 25 5.432 22.30% 1.58P 1.96°
50 5.61° 23.73% 1)24° 1.972

100 5.572 23.872 1.35° 1.98?

Medias con letra diferente dentro de columna indican diferencias significativas segin la
prueba DMS (P<0.01).

Para el contenido de compuestos bioactivos, no se encontraron diferencias estadisticas en las
dosis edaficas, ni foliares, aunque para fenoles totales, flavonoides y antocianinas setohservo
una tendencia a incrementar al aumentar la dosis edafica o foliar. En lo que respecta.a la

capacidad antioxidante se detectaron diferencias estadisticas (P<0.01) para la aplicacion
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edafiea y foliar, cuando el hierro se aplico de forma edafica los mayores valores se tuvieron
con 0.25"y 0.50 g, en tanto que en la aplicacion foliar la mayor capacidad antioxidante se
tuvo sin aplicacion de hierro (0 uM), aunque fue estadisticamente similar a la dosis de 100
UM, mientras.que las dosis de 25 y 50 uM, tuvieron valores menores de capacidad
antioxidante (Cuadro.3). Para el contenido de fenoles totales se observaron diferencias
estadisticas en las combinaciones edaficas y foliares con valores que oscilaron entre 5.21 y
7.38 mg AC g* PS, lo quefindica que hubo interaccion entre las dosis edaficas y foliares de
hierro. Los mayores contenidés de fenoles totales se tuvieron con las dosis 0.50 g edéafico —
50 uM foliar, 0.25 g edafico — 25 @M foliar, 0 g edafico — 100 uM foliar, 0.25 g edafico — 50
UM foliar, 0.50 g edafico — 100 uM foliar y 0.50 g edafico — 0 uM foliar. En general, se
observa que las combinaciones con’las mayores dosis foliares incrementan el contenido de
fenoles totales, mientras que las eomhinacionesscon la mayor dosis edéafica, pero sin la
aplicacion foliar de hierro, el contenido de-fenoles@isminuy6 como en la combinacion 0.50
g edafico — 0 uM foliar que tuvo el menor ‘contenido de fenoles totales. De acuerdo al
contenido méximo reportado para frijol crudo, acho combinaciones evaluadas en el presente
estudio tuvieron contenidos mayor de fenoles totales que el contenido maximo de 5.66 mg
AC g PS (Pérez-Pérez et al., 2020), lo que indica que las dosis de hierro edafico y foliar
aplicadas incrementaron el contenido de fenoles totales. Para el contenidg de flavonoides los
valores oscilaron entre 0.47 y 0.69 mg catequina g de ms, mientras que.el contenido de
antocianinas oscil6 entre 0.99 y 1.69 mg C3G g* PS, valores menores que elicontenido de
fenoles totales, 1o que se debe a que son un subgrupo de compuestos fenolices. Los
flavonoides son metabolitos secundarios estructuralmente diversos en las plantas, que tienen
desde funciones de regulacion del desarrollo hasta proteccion UV (Mathesius, 2018). Por lo

que es importante conocer el efecto del hierro sobre este compuesto fendlico, con excepcion
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de lasstcombinaciones 0.25 g edafico — 0 uM foliar y 0 g edafico — 50 uM foliar, todas las
dosis tuvieron contenidos similares estadisticamente, presentando los mayores contenidos de
flavonoides Jas combinaciones 0.25 g edafico — 25 uM foliar y 0.25 g edafico — 50 uM foliar
con 0.69 'y 0.67'mg C3G g* PS. El contenido de flavonoides se encuentra en la media portada
para frijoles de color negro (Oomah et al., 2005). Para las antocianinas totales, se encontraron
diferencias estadisticas-€n.las combinaciones con valores entre 0.99 y 1.69 mg C3G g~! PS,
presentando el menor valar la.combinacion 0.25 g edafico — 25 uM foliar. El contenido de
antocianinas totales es similar-alsreportado por Armendariz-Fernandez et al. (2019) para
variedades de frijol de México. Perodentro de las combinaciones sobresale con el mayor
contenido la combinacion 0.50 g edafico,-)50 uM foliar valor que es similar al contenido que
presentaron otras seis combinaciones.

Para la capacidad antioxidante las eomhinaciones-tuvieron capacidad entre 78.81 y 86.20%,
presentando contenidos estadisticamente-similares#10 combinaciones, dentro de las que se
encuentra el testigo. Al respecto Armendariz-Fernandez et al. (2019) reportan valores de
capacidad antioxidante similares para frijoles negros de México. Sobre lo mismo Salinas et
al. (2005) indican que la capacidad antioxidante se relaciona conda presencia de compuestos
que dan color a la cubierta de la semilla y no con su contenido“de compuestos fenolicos,

presentando los granos de color negro mayores valores de capacidad antioxidante.
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Cuadro 3. Contenido de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante de granos de
frijolbiofortificado con hierro

Flavonoides Antocianinas Capacidad

Edafica FRoliar Fenoles totales (mgECg?! (mgC3Gg! Antioxidante

@) (uM) (mg AC g'* PS) PS) PS) (%)
0 0 5.67¢ 0.54% 1.13 86.20?

0 25 5.214 0.53% 1.15% 83.87%

0 50 5,54% 0.47° 1.29%¢ 85.312

0 100 6.943¢ 0.62% 1.46% 83.59%

0.25 0 586"« 0.49P 1.43%¢ 84.33%

0.25 25 7.24% 0.69? 1.21°¢ 81.37%¢
0.25 50 6.64320d 0.672% 0.99¢ 78.81¢

0.25 100 6.2920cd 0.53% 1.26%¢ 84.23%
0.50 0 5.39¢ 0.57% 1.08 85.782

0.50 25 5.76% 0.522 1.2430¢ 84.04%

0.50 50 7.382 0.68% 1.69? 84.26%
0.50 100 6.3230cd 0.62% 1.343b¢ 85.00°
0 5.842 0.547 1.25° 82.18°

Edéafica  0.25 6.28° 0.60° 1.23% 84.742
0.50 6.44° 0.59° 1.342 84.512

0 5.942 0.53? 1,212 85.112

Foliar 25 6.07° 0.58? 1.20% 83.09°
6.522 0.59° 1.32% 82.79°

100 6.222 0.59? 1.352 84.26%

Medias con letra diferente dentro de columna indican diferencias significativas segun la
prueba DMS (P<0.01).

CONCLUSION
La biofortificacion del frijol con dosis edéaficas de sulfato y foliares de quelato de hierro tiene

efecto en el contenido mineral, composicién proximal, compuestos bioactivos y actividad
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antioxidante del frijol. El contenido de hierro y niquel aumento con el incremento de la dosis
edaficaso-foliar, mientras que en las combinaciones incremento hasta en un 75.91% y un
30.61 el contenido de hierro y niquel, respectivamente con la combinacién 0.50 g edafico —
100 uM foliar..El.contenido de cenizas, proteina, fibra cruda, fenoles totales, flavonoides y
antocianinas aumento.con respecto al testigo en la mayoria de las combinaciones de hierro
edafico y foliar; mientgas que el contenido de grasa disminuyo en las combinaciones edéaficas
y foliares de hierro. Para la capacidad antioxidante no se observaron diferencias estadisticas

entre el testigo y las diferentes-ecombinaciones de hierro edéafico y foliar evaluadas.
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V. CONCLUSIONES GENERALES

En la yariedad criolla, la aplicacion del hierro incrementé el contenido de hierro, niquel,
fenoles totales, humedad, cenizas, proteinas, grasas, fibras, antocianinas y capacidad
antioxidante, mientras que el contenido de zinc, cobre, carbohidratos, energia y flavonoides
disminuyd. La combinacion testigo tuvo el menor contenido de hierro y el mayor contenido
de zinc, lo que se debe-al efecto antagonico de estos minerales. Las dos combinaciones que
presentaron el mayor conténide de hierro en la variedad criolla fueron 0.25 g edéafico - 100
UM foliar, y 0 g edafico - 50t foliar. En la variedad verdin, las aplicaciones foliares y
edaficas de hierro incrementarondel_contenido de hierro, niquel, cenizas, proteinas, fibra
cruda, fenoles totales, flavonoides y antocianinas con respecto al testigo. En tanto que el
contenido de zinc, potasio y grasas-disminuyo; presentando la combinacion 0.50 g edafico -
100 uM foliar el mayor contenido de hierro.

La biofortificacion con hierro tiene efecto-en el contenido mineral, composicion proximal,
compuestos bioactivos y la actividad antioxidante del.grano de frijol en las dos variedades
de frijol evaluadas en el presente trabajo. El.contenido.de hierro de la variedad criolla
superaron al testigo hasta un 41.3% con la combinacion de 0.25.g edaficos — 100 uM foliar,
mientras que en la variedad verdin el mayor contenido de hierro fue del 75.91% con respecto

al testigo en la combinacion 0.50 g edaficos - 100 uM foliar.
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