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Resumen

El grano de frijol comun es fuente de compuestos con
actividad bioldgica como los taninos condensados, las
antocianinas y los fenoles solubles. El frijol presenta una
gran variacion en el contenido de estos compuestos. El
objetivo fue determinar la variacion en el contenido de
taninos condensados, antocianinasy fenoles solubles en una
poblacion masal analizando grupos de semillas obtenidas en
diferentes etapas fenologicas definidas por la posicion de
los nudos y la mezcla de ella proveniente de cinco plantas
y cinco posiciones en la planta. Se utiliz6 la semilla de
Negro 8025 y Alubia Chica Zacatecas. Se determinaron
los taninos condensados (TC), antocianinas totales (AT) y
fenoles solubles (FS). El contenido de estos compuestos se
incremento en la semilla de los nudos conforme subieron
en posicion en la planta, con excepcion de los TC de la
variedad Alubia chica. El contenido promedio por planta de
los tres compuestos determinados resulto significativamente
superior en Negro 8025 en comparacion con Alubia Chica
(958vs57.8enTC;114.3vs4.2enATy550vs278.6enFS).
Se identificaron los intervalos de confianza de los rangos
en el contenido de los tres compuestos en las dos variedades
para descripcion varietal y para estudiar la segregacion en
progenies derivadas de las variedades estudiadas.
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Abstract

Common bean grain is a source of biological active
compounds such as condensed tannins the anthocyanins
and soluble phenols. Beans present a great variation in
the content of these compounds. The objective was to
determine the variation in the content of condensed tannins,
the anthocyanins and soluble phenols in a mass population
through analyzing seeds obtained from different and
defined phenological stages by the position of the nodes
and its mixture from five plants and five positions in the
plant. The seeds of Negro 8025 and Alubia Chica Zacatecas
were used. Condensed tannins (CT), total anthocyanins
(TA) and soluble phenols (SP) were determined. The
content of these compounds was increased in the seed of
thenodes according to its higher position in the plant, with
the exception of the CT in the variety Alubia Chica. The
average content per plant of the three selected compounds
resulted in significantly higher compared with Negro 8025
compared to Alubia Chica (958 vs 57.8inCT; 114.3vs4.2
in TA and 550 vs 278.6 in SP). The confidence intervals
of the ranges were identified on the content of the three
compounds in the varieties for varietal description and
to study the segregation in progenies derived from the
varieties studied.
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Elfrijol comn (Phaseolus vulgaris L.) esuna buena fuente
deproteinas, carbohidratos, vitaminas y minerales (Guzman-
Maldonado y Paredes-Lopez, 1998). Ademas, presenta
compuestos con actividad biolégica como los taninos
condensados (TC), antocianinas totales (AT) y fenoles
solubles (FS), entre otros (Beninger y Hosfield, 2003).
Estos compuestos han sido relacionados con la prevencion
de enfermedades cronicas (Hangen y Bennink, 2002). Sin
embargo, la riqueza en tipos de frijol se ve reflejada en la
variacion del contenido de TC, AT y FS. Esta variacion tiene
un efecto bioldgico importante; por ejemplo, Rios-Ugalde
et al. (2007) demostraron en ratas con cancer de colon,
que el alto contenido de taninos condensado en la variedad
Flor de Junio Marcela provoc6 una reduccion de 30% en el
peso y una sobrevivencia de ratas de 35% en comparacion
con las variedades Negro 8025 y Pinto Saltillo. En este
caso los taninos condensados actuaron como un factor
antinutricional. Las variedades Negro 8025 y Pinto Saltillo
presentan menor nivel de taninos condensados que FIM y
redujeron significativamente el cancer de colon en ratas.
Por lo tanto, es vital que los programas de mejoramiento
del frijol generen nuevas variedades que presenten niveles
adecuados de fitoquimicos. Sin embargo, los esfuerzos
para manipular los fitoquimicos del frijol a través del
mejoramiento tradicional o con técnicas biotecnologicas
han sido muy escasos (Guzman-Maldonado et al., 2003).

Para evaluar una caracteristica cuantitativa como es el
caso de los TC, AT y FS, es necesario generar poblaciones
segregantes obtenidas de cruzas de plantas originadas de
semillas seleccionadas al azar de 1a cosecha correspondiente.
Tanto los mejoradores tradicionales como los biotecnologos
concuerdan en la necesidad de conocer la concentracion
exacta del compuesto que se pretende estudiar para
identificar progenitores contrastantes. El objetivo del
presente trabajo fue determinar la variacion en el contenido
de taninos condensados, antocianinas totales y fenoles
solubles en grupos de semillas obtenidas en diferentes
etapas fenologicas definidas por la posicion de los nudos y
en mezclas de las semillas de estos nodos.

Se utilizaron las variedades Negro 8025 y Alubia Chica
Zacatecas de grano blanco. Se tomaron diez semillas de
la cosecha de cada variedad y se sembraron bajo riego en
2010 en el Campo Experimental Bajio (INIFAP). De las
diez plantas generadas se seleccionaron cinco para tener
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The common bean (Phaseolus vulgaris L.) is a good source
ofprotein, carbohydrates, vitamins and minerals (Guzman-
Maldonado and Paredes-Lopez, 1998). It has biological
active compounds such as condensed tannins (CT), total
anthocyanins (TA) and soluble phenols (SP), among others
(Beninger and Hosfield, 2003). These compounds have
been linked to the prevention of chronic diseases (Hangen
and Bennink, 2002). However, the richness of bean types
is reflected in the variation of the content of CT, TA and
SP. This variation has a significant biological effect; e.g.
Rios-Ugalde et al. (2007) demonstrated in rats with colon
cancer that, the condensed tannin content in the Flor de
Junio Marcela (FJM) caused a 30% reduction in the weight
and 35% survival of rats compared to Negro 8025 and
Pinto Saltillo varieties. In this case, the condensed tannins
acted as an antinutritional factor. Negro 8025 and Pinto
Saltillo had alower level of condensed tannins, compared
to FJM and, significantly reducing colon cancer in the
rats. Therefore, it is vital that bean breeding programs
generate new varieties which would show an adequate
level of phytochemicals. However, efforts to manipulate
the bean’s phytochemicals through traditional breeding or
biotechnology techniques have been rare so far (Guzman-
Maldonado et al., 2003).

In order to evaluate a quantitative characteristic as in the
case of CT, TA and SPis necessary to generate segregating
populations derived from crosses with plants originating
from randomly selected seeds. Both traditional and
biotechnologists breeders agree on the need to know the
exact concentration of the compound to be studied to
identify contrasting parents. The aim of this paper was
to determine the variation in the content of condensed
tannins, anthocyanins and soluble phenols groups of
seeds obtained in different phenological stages defined
by the position of the knots and seed mixtures of these
nodes.

The varieties used were Negro 8025 and Alubia Chica
Zacatecas of white grain. We took ten seeds of each
variety and were planted under irrigation in 2010 in the
Experimental Bajio Field (INIFAP). Of the ten plants
generated five were selected to have replicates (n=5) and
seeds were harvested at different physiological maturity
states defined by the position of the nodes on each plant
(Table 1).
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repeticiones (n=5) y se cosecho semillas en estados de
madurez fisioldgica diferente definidos por la posicion de
los nudos de cada planta (Cuadro 1).

En consecuencia, NI fue el nudo mas viejo localizado en
la parte mas baja de la planta mientras que N5 fue el nudo
mas nuevo, localizado en la parte mas alta de la planta. Las
semillas fueron secadas a la sombra (10-11% H), molidas
(Krups Mill, GX100) y almacenadas a -80 °C hasta su
analisis. Se analizaron las semillas de cada nudo por
triplicado de cada una de las cinco plantas por separado.
Después del analisis de cada mezcla, el resto de las semillas
de cada nudo se mezclaron para ser analizadas tal y como
se describe en el Cuadro 1. Los TC se cuantificaron a 500
nm en un espectrofotometro UV-visible (BioMate™ 3) de
acuerdo con Desphande and Cheryan (1985). Se tomo como
referencia una curva de (+)catequina para reportar los TC
en miligramos equivalentes de (+)catechin por 100 g, base
seca (mg E(+)C/100 g, BS).

Las AT se determinaron con el método de Abdel-Aal y
Hucl (2003) a 535 nm y fueron reportadas en miligramos
equivalentes de cianidina 3-glucosido por 100 g, base
seca (mg EC3G/100 g, BS) tomando como referencia
una curva de C3G. Los FS se analizaron por el metodo
de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999) a 735 nm. Las
lecturas se compararon con una curva de acido galico y se
expresaron en miligramos equivalentes de acido galico por
100 g, base seca (mg EAG/100 g, BS). Serealizé un analisis
de varianza usando un arreglo factorial A x B (posicion),
completamente al azar. Las diferencias entre tratamientos
fueron determinadas por la comparacion de medias (Tukey,
p<0.05) con el programa SAS (SAS, 2002).

Las diferencias en el contenido de TC, AT y FS entre las dos
variedades (Cuadros 2 y 3) analizadas en el presente trabajo
los resultados de Caldas y Blair (2009) quienes reportaron
que las variedades de frijol con la testa menos pigmentada
presentan menores contenidos de compuestos fendlicos. Por
ejemplo, losniveles en el contenido de antocianinas del frijol
Negro 8025 son similares a Espinosa-Alonso et al. (2006)
quienes encontraron que las accesiones de frijol silvestre con
grano negro presentaron mayor contenido de AT que las de
testa crema moteado. Por otro lado, se ha reportado que las
variedades de frijol blanco no presentan antocianinas (Lin et
al.,2008); sin embargo, en esta investigacion se detectaron
en la variedad Alubia Chica Zacatecas, aunque en niveles
muy bajos.

Cuadro 1. Grupos definidos de semillas de frijol.
Table 1. Defined groups of bean seeds.

Nudo Mezclas
1 Grupo 1(G1)=mezcla Grupo 3 (G3)=mezcla
2 desemillas de los nudos de la semilla de todos los
3 1,2y3 nudos para representar la
4 Grupo 2 (G2)=mezcla cosecha masal

de semilla de los nudos
4y5

Consequently, NI was the oldest node located in the lower
part of the plant, while the node N5 was the newest, located
in the highest part of the plant. The seeds were dried in the
shade (10-11% H), ground (Krups Mill, G X 100) and stored
at-80 °Cuntil analysis. The seeds were analyzed in triplicate
for each node of each of the five plants separately. After the
analysis of the mixture, the rest of the seeds from each node
to be analyzed were mixed as described in Table 1. The CT
is quantitated at 500 nm in a UV-visible spectrophotometer
(BioMate™ 3) according to Desphande and Cheryan
(1985). As reference, the curve (+) of catechin was taken
for reporting CT milligram equivalents (+) of catechin per
100 g, dry basis (mg E (+) C/100 g, BS).

TA was determined by the method of Abdel-Aal and Hucl
(2003) at 535 nmand was reported in milligrams equivalents
of’cyanidin 3-glucoside per 100 g, dry basis (mg EC3G/100
g, BS) by reference to a curve of C3G. SP were analyzed
by the Folin-Ciocalteu method (Singleton ef al., 1999) at
735 nm. The readings were compared to a curve of gallic
acid and expressed in mg of gallic acid equivalents per 100
g, dry basis (mg EAG/100 g, BS). An analysis of variance
using a factorial A x B (position), completely random.
The differences between treatments were determined by
comparison of means (Tukey, p< 0.05) with SAS software
(SAS, 2002).

The differences in the content of CT, TA and SP between
the varieties (Tables 2 and 3) analyzed in this paper, the
results of Caldas and Blair (2009) who reported that bean
varieties with less pigmented testa have lower contents
phenolic compounds. For example, levels of anthocyanin
content of Negro 8025 beans are similar; Espinosa-
Alonso et al. (2006) who found that, the accessions
of wild beans with black beans had higher TA content
than cream-mottled seeds. Furthermore, it has been
reported that, the white bean varieties have no anthocyanins
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Es importante sefalar que si la variedad Negro 8025 y
Alubia Chica Zacatecas aqui evaluadas se van a utilizar
pararealizar cruzas con el fin de evaluar la segregacion de
los compuestos determinados, son dos candidatas idoneas
en vista que el contenido de TC, AT y FS entre los nudos
y las mezclas de nudos en todos los casos entre las dos
variedades fueron estadisticamente diferentes (p<0.001).
Es decir, en las familias y lineas recombinantes generadas
se podran tomar semillas de cualquier posicion de la planta
para un analisis.
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(Lin et al., 2008), but in this investigation were detected in
the variety Alubia Chica Zacatecas, although at very low
levels. Importantly, if the variety Negro 8025 and Alubia
Chica Zacatecas evaluated here will be used to make crosses
to assess the segregation of certain compounds, there are
two suitable candidates to view the content of CT, TA and SP
between knots and knots” mixtures in all cases between the
two varieties were statistically different (p<0.001). That is,
in families and recombinant lines generated seeds may take
any position on the ground for analysis.

Cuadro 2. Contenido de taninos condensados, antocianinas totales y fenoles solubles en la semilla de los nudos y mezcla de

estos de la variedad de frijol Negro 8025.

Table 2. Content of condensed tannins, total anthocyanins and soluble phenols in the seeds of the nodes and its combination

of Negro 8025 variety.

Nudo/Grupo Taninos condensados Antocianinas totales Fenoles solubles

(mg E(+)C/100 g) (mg EC3G/100 g) (mg EAG/100 g)

1 880+60c¢ 116.3+8.4a 486+23 ¢
2 968 £43 be 94.5+7.8b 504 +46 abc
3 960 +48 bc 95.8+7.9b 530+48 abc
4 1040+ 65b 106.7+6.3 ab 513+ 26 abc
5 1340+ 61a 112.3+83a 550+36ab
Gl 1065+114b 106.5+9.5 ab 504 +30 abc
G2 958 +74b 100.0+9.3 ab 550+27a
G3 972+76b (1037 +55) 1143+ 11.9ab(105.2+7.7) 489+31bc(516.6+35.8)

Promedios con letras iguales en cada columna son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). En paréntesis se indica el promedio de los cinco nudos. E(+)C = equivalentes
de (+) catequina; EC3G=equivalentes de cianidin 3-glucosido; EAG= equivalentes de acido galico.

Cuadro 3. Contenido de taninos condensados, antocianidas totales y fenoles solubles en la semilla de los nudos y mezclas
de estos de la variedad frijol blanco Alubia Chica Zacatecas.
Table 3. Content of condensed tannins, total anthocyanidins and soluble phenols in the seed of the knots and mixtures of
the variety Alubia Chica Zacatecas.

Nudo/Grupo Taninos condensados Antocianinas Fenoles solubles
mg E(+)C/100 g mg EC3G/100 g mg EAG/100 g
1 483+39b 39+09b 257.0+6.6b
2 51.3+£5.0ab 43+04b 238.2+10.2¢
3 45.2+5.8bc 48+1.1b 274.6+88a
4 32.6+9.6cd 49+13b 268.8 £ 8.5 ab
5 29.6+4.4d 56+1.1a 282.5+11.6a
Gl 54.2+7.4ab 44+0.7b 2788+11.7a
G2 542+54ab 42+19b 264.7+14.2ab
G3 57.84+3.6a(41.4£5.7) 42+1.1b(4.7+1.0) 278.6+11.5a(264.2+9.1)

Promedios con letras iguales en cada columna son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). En paréntesis se indica el promedio de los cinco nudos en cada compuesto. E(+)
C=equivalentes de (+) catequina; EC3G = equivalentes de cianidin 3-glucosido; EAG= equivalentes de acido galico.

El contenido de TC y FS se increment6 en la semilla de
los nudos de frijol negro conforme estos subieron en
posicion en la planta (Cuadro 2). Las vainas del nudo
cinco permanecieron menos tiempo en la planta y es
probable que la taza de llenado de la semilla fuera mas

The content of CT and SP increased in the seeds of black
bean nodes as these rose in position in the plant (Table 2).
The pods of the knot five remained less time on the plant
and is likely that, the filling-rate of the seed was higher and
so accumulating a higher quantity of these compounds. TA
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alta y asi acumular mayor cantidad de estos compuestos. El
contenido de AT no mostré un patron definido. Se observouna
respuesta similar en la semilla de frijol blanco con excepcion
de los TC cuya concentracion fue menor en los nudos més
altos de la planta (Cuadro 3). Por otro lado, el contenido de
TC, AT y FS del grupo 3 que representa la cosecha masal
fue estadisticamente similar al promedio de los cinco nudos
-datos en paréntesis en los Cuadros 2 y 3)- en todos los casos
con excepcion de los TC en el frijol blanco. Se calcularon
los intervalos de confianza con el fin de que el mejorador
y el biotecnodlogo tengan una referencia de los rangos en el
contenido de las dos variedades y entre ellas para discriminar
lineas segregantes cuyo contenido de TC, ATy FS caigadentro
del rango del intervalo de confianza.

El contenido de compuestos se incrementd en la semilla
de los nudos conforme subieron en posicion en la planta.
El contenido promedio por planta de los tres compuestos
determinados resulto significativamente superior en Negro
8025 en comparacion con Alubia Chica. Para fines de
mejoramiento se debe llevar a cabo el analisis del compuesto
fendlico de interés en forma exhaustiva (n>90) con el fin de
identificar el nivel de confianza del contenido del compuesto
de la semilla que la generd. Este procedimiento se utilizaria
para la adecuada eleccion de progenitores y estudios de
herencia y para la identificacion de lineas contrastantes
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The compound content was increased in the seed of the
nodes according to its position on the plant itself. The
average content per plant of the three selected compounds
resulted significantly higher in Negro 8025 compared
with Alubia Chica Zacatecas. For breeding purposes,
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Cuadro 4. Intervalos de confianza (95%) paralos TC, AT
y FS en dos variedades de frijol.
Table 4. Confidence intervals (95%) for CT, TA and SP in
two bean varieties.

Alubia Chica

Compuesto fendlico
P Zacatecas

Negro 8025

Taninos condensados
(mg CE/100 g, DB)

Antocianinos totales

950 <pu<1011] [45<p<51]
u

(mg CGE/100g, DB) L4 =H=101]  [4=<p<3]
Fenoles totales solubles [264<p<
(mg GAE/100 g, DB) [+71 <1=3529] v

Para el analisis de los TC de la variedad N8025 se utiliz6 un nimero de muestras
n= 120y para ACHZAC n= 102; para CA, N8025 n=96, ACHZAC n= 87, para
FS,N8025 n=96, ACHZAC n=102.
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