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RESUMEN

Se ha demostrado que el consumo de la semilla de frijol previene enfermedades
cronico-degenerativas. Ademas existen reportes del empleo de raices y hojas de
frijol en la medicina tradicional para el tratamiento de diferentes padecimientos. Se
ha reportado a los compuestos fendlicos como los principales responsables del
efecto benéfico del consumo del frijol, dado que los fenoles son un grupo de
metabolitos secundarios producidos por las plantas bajo ciertas condiciones y con
actividades especificas tales como la defensa contra patégenos, proteccion a la
luz UV, establecimiento de simbiosis, entre otras funciones, la concentracion de
estos metabolitos puede verse afectada por el entorno en el que se desarrolle la
planta y por las multiples interacciones con los microorganismos provenientes de
la rizésfera. Por otra parte se ha reportado que el contenido de fenoles no es el
mismo en todos los tejidos de la planta ni en las diferentes etapas fenoldgicas.

Por lo tanto, dado que la planta de frijol ha sido reportada en la medicina
tradicional nos planteamos evaluar el perfil de compuestos fendlicos y su actividad
bioldgica en los diferentes tejidos y etapas fenoldgicas (VO, V3, R6, R8 y R9) para
determinar si pudieran representar una fuente alternativa de metabolitos con
mejores actividades biolégicas comparados con la semilla y si Arthrobacter agilis
UMCV2, una bacteria considerada PGPR, puede incrementar la concentracion de
compuestos fendlicos.

Se obtuvieron semillas de frijol Flor de Junio y Negro Querétaro, las cuales fueron
sembradas en condiciones de invernadero. Se colectaron muestras de raiz, tallo,
hoja, vaina y semilla en 5 etapas vegetativas diferentes. Se realiz6 la extraccion
metandlica de fenoles totales y su concentracién se determiné por el método de
Folin-Ciocalteu. La actividad antioxidante se evaludé in vitro por 3 métodos
diferentes: FRAP, ABTS y DPPH. Dado que el estrés oxidativo esta relacionado
con el desarrollo de algunos padecimientos cronicos tales como el cancer se
determind la citotoxicidad de los extractos en Artemia salina. La actividad
antimicrobiana se determiné por el método de antibiograma y el perfil de
metabolitos por HPLC.

Los resultados indican que la mayor acumulacién de fenoles ocurrié en las etapas
R6 y R9 para ambos cultivares, dentro de estas etapas las hojas y las vainas
mostraron la concentracion de fenoles mas alta y por lo tanto mejor actividad
antioxidante comparado con la semilla, los cuales ademas se incrementaron por la
presencia de Arthrobacter agilis UMCV2. Los extractos presentaron débil actividad
antimicrobiana sin embargo destacaron por su potente actividad citotoxica.

Palabras clave: (Medicina tradicional, frijol, fenoles, antioxidante y citotdxico)




ABSTRACT

The consumption of bean seeds has been shown to prevent chronic-degenerative
diseases. There are also reports of the use of roots and leaves of bean in
traditional medicine for the treatment of different diseases. Phenolic compounds
have been reported as being the mainly responsible for the beneficial effect of
bean consumption. Since phenols are a group of secondary metabolites produced
by plants under certain conditions and with specific activities such as defense
against pathogens, UV light, establishment of symbiosis, among other functions,
the concentration of these metabolites can be affected by the environment in which
the plant is developed and by the multiple interactions with the microorganisms
coming from the rhizosphere. On the other hand it has been reported that the
content of phenols is not the same in all tissues of the plant nor in the different
phenological stages

Therefore, since the bean plant has been reported in traditional medicine, we
decided to evaluate the profile of phenolic compounds and their biological activity
in the different tissues and phenological stages (VO, V3, R6, R8 and R9) to
determine if they could represent an alternative source of metabolites with better
biological activities compared to the seed, and if Arthrobacter agilis UMCV2, a
bacterium considered as PGPR, can increase the concentration of phenolic
compounds.

Flor de Junio and Negro Querétaro bean seeds were obtained, and were sown
under greenhouse conditions. Root, stem, leaf, pod and seed samples were
collected in 5 different vegetative stages. The methanolic extraction of total
phenols was performed and its concentration was determined by the Folin-
Ciocalteu method. Antioxidant activity was evaluated in vitro by 3 different
methods: FRAP, ABTS and DPPH. Since oxidative stress is related to the
development of some chronic conditions such as cancer, the cytotoxicity of
extracts in Artemia salina was determined. The antimicrobial activity was
determined by the antibiogram method and the metabolites profile was obtained by
HPLC.

The results indicate that the highest accumulation of phenols occurred in stages
R6 and R9 for both cultivars. In these stages the leaves and pods showed the
highest phenol concentration and therefore better antioxidant activity compared to
the seed, which were also increased by the presence of Arthrobacter agilis
UMCV2. The extracts exhibited weak antimicrobial activity, but were notable for
their potent cytotoxic activity.

Keywords: (Traditional Medicine, beans, phenols, antioxidant and cytotoxic)




1. INTRODUCCION

Actualmente se ha demostrado que el consumo de la semilla frijol puede prevenir
enfermedades cronico-degenerativas tales como el cancer y la diabetes. Reynoso
Camacho (2007) evalu6 semillas de distintas variedades de frijol al incluirlas en la
dieta de ratas inducidas a desarrollar cAncer de colon, obteniendo como resultado
la reduccién en el niumero de tumores.

Los estudios sobre las propiedades bioldgicas de los metabolitos del frijol hasta el
momento solo se basan en la semilla, sin embargo el frijol era considerado como
planta curativa dentro del conocimiento de la medicina tradicional encontrada en
obras hechas por los indigenas tales como el Cédice Florentino y el Cdodice de la
Cruz-Badiano. En este sentido, existen reportes de la utilizacion de raices como
desparasitante e incluso para desinflamar los ojos. Las hojas y vainas secas se
utilizaban en el tratamiento de enfermedades como la diabetes (Soriano-Bello
2006).

Diversos estudios sefialan a los compuestos fenolicos como los responsables de
prevenir las enfermedades antes mencionadas debido a que poseen actividad
antioxidante, lo que resulta de gran interés ya que muchos trastornos de este tipo
se relacionan ampliamente con el estrés oxidativo. Otra actividad biologica que se
le ha atribuido a estos metabolitos es la de agentes antimicrobianos y citotoxicos.

Los fenoles son un grupo de metabolitos secundarios de las plantas que se
encuentran involucrados en la defensa contra radiacion UV y patdgenos, siendo
este Ultimo su papel biolégico principal (Pandey y Rizvi. 2009), sin embargo
desempefian otras funciones no menos importantes ya que contribuyen en el
crecimiento y desarrollo de la planta tales como la pigmentacion, atrayentes de
polinizadores, pesticidas naturales y en el frijol al establecimiento de la simbiosis
con el género Rhizobium. (Espinosa Alonso. 2006).

Dado que los fenoles son un grupo de metabolitos secundarios, su sintesis
depende de la etapa de desarrollo en la que se encuentre la planta; Davila. et al.
(2011) sefialan que durante la germinacion se producen diferentes cambios en la
distribucion de metabolitos secundarios; Diaz Batalla. et al. (2006) mencionan que
el contenido de compuestos fendlicos es mayor en semillas germinadas que sin
germinar. Los niveles constitutivos de fenoles solo incrementaran como una
respuesta tanto al estrés abiotico como bidtico (Sepulveda Jiménez. et al. 2003).
Este dltimo tipo de estrés resulta de gran interés dada la diversa cantidad de
microorganismos presentes en la rizésfera, los cuales también pueden repercutir
en el perfil de estos metabolitos y en muchos de los casos mejorar la actividad
bioldgica. Existen diversos estudios donde se han inoculado plantas medicinales
con Bacterias Promotoras del Crecimiento o PGPR por sus siglas en inglés, y lo
gue se ha observado ademas de un aumento en la biomasa es un incremento en
la concentracion de metabolitos secundarios. La planta de frijol se ha inoculado
con diferentes bacterias como Bacillus subtilis M496, Rizhobium sp y Trichoderma




atroviride para incrementar los compuestos fendlicos (Gonzalez Rayo. 2014), sin
embargo este estudio se analiz6 solo la semilla, por lo que resulta de suma
importancia incrementar y determinar los compuestos fendlicos presentes en la
planta de frijol en asociacion con diferentes PGPR. Arthrobacter agilis UMCV2 es
una bacteria aislada de la rizésfera del maiz y la cual es considerada PGPR
debido a la estimulacion en el crecimiento de diversas plantas por lo que
representa una alternativa para incrementar los compuestos fendlicos en la planta
de frijol.

Actualmente ya no se le continta dando el uso a la planta del frijol e incluso ya no
es considerada como planta medicinal y por lo tanto resulta de gran interés
retomar el estudio en sus diferentes etapas fenoldgicas (VO germinacion, V3
primera hoja trifoliada, R6 floracion, R8 llenado de vainas y R9 maduracion) asi
como en los diferentes tejidos para poder establecer su contenido en compuestos
fendlicos y determinar si su capacidad antioxidante, antimicrobiana y citotdxica
pudiera ser mejor en algun otro tejido diferente a la semilla y si dichas actividades
pueden mejorarse mediante la inoculacibn con PGPR como Arthrobacter agilis
UMCV2.




2. ANTECEDENTES

2.1 El frijol como alimento funcional.

El frijol comun Phaseolus vulgaris L. es una leguminosa y se encuentra dentro de
los alimentos principales en la dieta humana, por lo que su produccion se da en
diversos ambientes de cosecha y en distintas regiones como lo son Latinoamérica,
Africa, China, Europa y Estados Unidos. La produccién promedio de frijol en 2013
fue de 22.5 millones de toneladas donde el principal productor fue Myanmar con
un 16%, México ocupo el cuarto lugar con un 5.7% (FAO. 2015). Las principales
variedades de frijol producidas en 2015 en México fueron el pinto con un 32%,
seguido del frijol negro con un 27%, peruano 14%, Flor de Mayo 10%, Flor de
Junio 8%, Bayo 4%, Canario 2% y otros, principalmente alubias, con un 3%. En
México el frijol comun es uno de los alimentos més importantes incluidos en la
dieta, en areas rurales el 15% de su alimentacion es frijol y el 65% maiz, ademas
se estima que el 57% de la poblacion mexicana tiene el habito de consumir frijol
los 7 dias de la semana, al menos una vez al dia y el 74% lo consume cinco dias
de la semana. Por lo tanto el maiz y el frijol se convierten en la fuente principal de
nutrientes para 25 millones de personas (Guzman Maldonado. et al. 2002).

Considerando la importancia en la produccion de frijol de nuestro pais y dado que
la mayoria de las personas lo incluyen en su dieta, podemos centrar la atencion de
los consumidores en los beneficios que aporta esta leguminosa a la salud.

El interés que se ha puesto en este alimento es debido a que en varios estudios su
consumo se ha relacionado con la prevencion o al control de enfermedades
cronico degenerativas como lo son el cancer, la diabetes y enfermedades
cardiovasculares, esto por su alta rigueza en compuestos fendlicos, taninos,
acido fitico, inhibidores de tripsina, fibra y lectinas.

2.3 Relacién del consumo de frijol en la prevencién de enfermedades

Existe evidencia de que en algunos paises de América Latina con mayor consumo
de frijol tienen menor incidencia a presentar cancer de coldn. Al respecto se han
utilizado diversas variedades de frijol, Pinto Zapata, Flor de Mayo Anita, Flor de
Junio Marcela (Phaseolus vulgaris L.) y Blanco Tlaxcala (P. coccineus L.), en
forma de harina para alimentar a ratas inducidas a cancer de colon, observando
una disminucién de cuatro veces en la aparicion de tumores en comparacion a las
ratas que no se les incluy6 frijol en su alimentacién. Es importante resaltar que el
consumo de frijol que se les dio a las ratas fue una concentracion de 0.30 g por
cada 99.7 g de crogueta, con lo cual se permiti6 que las ratas ingirieran lo




equivalente al consumo promedio anual de una persona. (Reynoso Camacho. et.
al. 2007).

Estudios epidemiol6gicos recientes, como en el Nurses’ Health Study demuestran
que existe una estrecha relacién entre el consumo de lenteja y frijol con la
disminucién de sufrir cancer de mama (Adebamowo. et al. 2005). La incidencia de
cancer de mama en mujeres hispanas que tienen una dieta nativa mexicana
caracterizada por un alto consumo de frijol era dos tercios menor que el de la
poblacidn caucéasica no hispana, cuya alimentacion esta basada principalmente en
carnes, azucar y alimentos procesados (Murtaugh. et al. 2008). El frijol comun es
capaz de inhibir de manera significativa la etapa post-iniciacion de la
carcinogénesis mamaria inducida por quimicos en ratas principalmente mediante
la induccién de apoptosis (Thompson. et al. 2012).

El consumo de semilla cocida de frijol Pinto Durango y Negro 8025 a diferentes
concentraciones durante 5 semanas se le ha relacionado con la disminucién en los
niveles de glucosa en ratas Wistar macho inducidas a diabetes con 45 y 55 mg/Kg
de estreptozotocina, observando una disminucién en los niveles de glucosa a
partir de la primera semana de tratamiento el cual se mantuvo hasta la quinta
semana, las ratas alimentadas con Pinto Durango mostraron una disminucion de
los niveles de glucosa en un 25% mientras que el Negro 8025 mostré un 28% de
efecto hipoglucémico a diferencia del control. Por otra parte la dieta de las ratas
basada en el consumo de la harina de semillas de frijol mostré una disminucion en
los niveles de colesterol y triglicéridos en un 50% para el Pinto Durango y hasta en
un 78% para el frijol Negro 8025. La harina de frijol Negro 8025 present6 mayor
concentracion de fenoles totales, taninos condensados y antocianinas comparado
con el Pinto Durango (Lomas Soria. 2008).

Por otra parte el consumo de frijol estd asociado al control de la obesidad, al
respecto dos cultivares fueron probados Flor de Junio FJB08058 y Flor de Mayo
FMBO0803, y si bien el frijol no mostrd efectos preventivos sobre el incremento de
peso corporal causado por la dieta hipercalérica administrada para la induccion de
obesidad si previno la hipertrofia en los adipocitos asi como la acumulacion de
triglicéridos en dichas células y mostré reducciones en parametros relacionados
con el desarrollo de la obesidad tales como alteraciones en el metabolismo de la
glucosa, almacenamiento de grasa y dafio oxidativo. La determinaciéon de
fitoquimicos muestrd altas concentraciones de antocianinas, flavonoides y taninos
condensados para ambos cultivares (De los Rios Arellano. 2011). En otro estudio
la dieta elaborada con el 50% de frijol Negro rico en polifenoles comparado con
una semilla blanca, disminuyé los niveles de colesterol en un 41% vy las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) en un 28% (Alanis Guzman. 2006).

La actividad biologica del frijol se le ha atribuido a diversos compuestos entre los
gue podemos citar la fibra, oligosacaridos, lectinas, inhibidores de proteasas, acido
fitico y polifenoles los cuales juegan un papel fundamental en la prevencion de
enfermedades ya que presentan diferentes mecanismos de accion, y pueden




actuar de diferente manera como: antioxidantes, antitumorales, moduladores
enzimaticos, reductores del colesterol, promotores de la actividad intestinal y con
efecto hormonal (Tabla 1).

Tabla 1. Actividad biolégica de los fitoquimicos presentes en el frijol (Slavin. et al. 1999).

R r .
. . . . Modulador educto Actividad
Compuesto Bioactivo | Antioxidante | Antitumoral . del . X
enzimatico intestinal | hormonal
Colesterol
Fibra * * *
Oligosacaridos * * *
Inhibidores de proteasas *
Acido fitico * * *
Flavonoides/Isoflavonoides * *
Acidos Fenélicos * *
Taninos * *
Antocianinas * *

2.4 El frijol en la medicina tradicional

Hasta el momento la importancia de las diferentes funciones del frijol en la
prevencion de diversas enfermedades han sido descritas en la semilla, sin
embargo se sabe que otros tejidos de las plantas como las hojas y raices, siempre
han sido una fuente de metabolitos secundarios importantes para la investigacion
farmacoldgica y el desarrollo de medicamentos (Lépez Serrano y Cafiellas Garcia.
2012).La Organizacion Mundial de la Salud estima que el 80% de la poblacion de
paises desarrollados utilizan drogas provenientes de las plantas, es decir se basan
en la medicina tradicional para tratar problemas de salud. La farmacopea incluso
contiene aproximadamente el 25% de medicamentos derivados de plantas, el
resto son drogas sintéticas, sin embargo estdn basadas en compuestos prototipo
aislados de las plantas (Sekar S. y Kandavel. 2010).

Actualmente la demanda de las plantas medicinales estd en aumento tanto en
paises desarrollados como en desarrollo debido al enfoque que se le ha dado a
los productos naturales, los cuales han sido principalmente la disminucién de los
efectos secundarios, la toxicidad y que el costo sea menor en comparacioén con
productos sintéticos (Sekar S. y Kandavel. 2010). Lo anterior ha motivado el
desarrollo de estrategias para la busqueda y producciéon de nuevas plantas, que a
diferencia de las alimenticias en donde lo importante es su rendimiento en kilos
por hectarea, lo importante en las medicinales es una mayor concentracion de
sustancias activas que puedan ser Utiles para el tratamiento de enfermedades (De
la Rosa Mera. 2009).




El uso medicinal de las plantas que los rodeaban, llevé a los indo-americanos a
cultivarlas y a acumular el conocimiento herbolario. Este conocimiento fue
reconocido por los conquistadores como atestiguan obras escritas en el siglo XVI,
tales como el Cddice Badiano (De la Cruz, 1552) o de la Historia Plantarum Novae
Hispaniae (de Francisco Hernandez) en donde se describen principalmente las
plantas prehispanicas de uso medicinal. Ahi esta incluido el uso del frijol ayocote
(P. coccineus), cuyo jugo se usaba para desinflamar los ojos y las raices como
purgante y desparasitador. EI Cddice Florentino (Fray Bernardino de Sahagun)
repite el uso medicinal de la raiz de frijol ayocote (“cimatl") y advertia de la
toxicidad de la raiz cruda (Soriano Bello. 2006).

El cultivo de frijol es la segunda actividad agricola mas importante en México, por
ser una fuente indispensable de alimento en forma de semillas maduras y como
vainas verdes o ejotes, ademas en algunos paises de América Latina y Africa las
hojas y flores tiernas son consumidas como vegetales frescos (Espinosa Alonso.
2006).

Diversas variedades de frijol han sido utilizados en la medicina tradicional, tal es el
caso de Phaseolus angularis el cual es utilizado en Corea, China y Japén como
tratamiento para infecciones y problemas como inflamacion de articulaciones,
apéndice, rifones y vejiga. Un estudio de extractos etandlicos de frijol Phaseolus
calcaratus demostrd su capacidad antiinflamatoria, ya que fue capaz de inhibir la
produccién de Oxido nitrico y la expresion de ciclooxigenasa 2 (COX-2) en
macrofagos RAW 264.7 estimulados con lipopolisacéarido (Fang. et al. 2011). Tao
Yu. et al (2011) determinan que el extracto etandlico de Phaseolus angularis
posee efecto antiinflamatorio, ya que fue capaz de suprimir la produccion de 6xido
nitrico y PGE2 a nivel transcripcional, los cuales actian como mediadores de la
inflamacion, en modelos de ratones inducidos a gastritis.

Phaseolus coccineus es otra especie reportada en la medicina tradicional, la cual
fue ampliamente utilizada como antiinflamatorio y antimicrobiano, ademas la raiz
la utilizaron como purgante y desparasitante y las vainas secas en infusion para el
tratamiento de la diabetes (Soriano Bello E. 2006).

Por otra parte el consumo de frijol se ha relacionado con el efecto protector ante el
estrés oxidativo, un ejemplo de ello se llevé a cabo durante la administracion oral
de un extracto de vainas secas de Phaseolus vulgaris (200 mg/Kg de peso
corporal) durante 45 dias en ratas inducidas a diabetes mediante estreptozotocina,
lo cual ocasion6 una disminucion en las sustancias reactivas de acido
tiobarbitlrico e hidroperéxidos y un incremento en los niveles de glutation
reducido, superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y glutation-S-
transferasa en el higado y rifiones, ademas de la disminucion de la glucosa a
niveles comparables con un farmaco utilizado para el tratamiento de diabetes
(Venkateswaran y Pari. 2002). La actividad antioxidante se ha determinado
también en hojas de plantas de 26 dias de 25 diferentes cultivares. Las
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concentraciones de compuestos fendlicos fueron diferentes para cada cultivar lo
cual se reflejo en la actividad antioxidante. El frijol Negro San Luis mostr6 mayor
concentracion de fenoles totales a diferencia de Flor de Junio Marcela, Negro
Zacatecas y Pinto Durango, sin embargo en el cultivar Flor de Junio Marcela se
encontré el mejor efecto antioxidante con una ECso (ug/mL) muy cercana al
compuesto puro quercitrina el cual fue utilizado como control positivo (Reyes-
Martinez. et al. 2014).

2.5 Fitoquimica del frijol

Se ha demostrado la gran capacidad de la semilla del frijol en la prevencion del
desarrollo de ciertas enfermedades y que incluso existen reportes del uso de la
planta en la medicina tradicional. Por lo tanto resulta de suma importancia conocer
la composicion quimica de la semilla de frijol asi como de la planta en sus
diferentes etapas de desarrollo para saber que compuestos son los responsables
de tales efectos.

2.5.1 Composicion Quimica de la Semillay Planta de Frijol.

La composicion quimica de la semilla del frijol es muy diversa ya que contiene
fibra, proteinas, prebidticos, vitamina B y diversos micronutrientes (Camara. et. al.
2013). La semilla posee aminoacidos tales como lisina, fenilalanina y tirosina
aunque es deficiente en aminoécidos azufrados como metionina y cisteina, sin
embargo y a pesar de ello el porcentaje de proteina puede llegar hasta el 33%
dependiendo de la variedad analizada, también aporta una cantidad importante de
carbohidratos que dependiendo de la variedad de frijol van desde los 52 g a los 76
g por cada 100 g de semilla. Los lipidos aunque en fraccién minima también estan
dentro de la composicién del frijol, estos los encontramos en un intervalo de 1.5 g
a 6.2 g por cada 100 g de alimento, dentro de los cuales destacan los &acidos
grasos mono y poliinsaturados, de la fibra presente la mitad puede llegar a ser
soluble, encontrando como principales componentes quimicos a las pectinas,
pentosanos, hemicelulosa, celulosa y lignina y esta varia de 14-19 ¢/100 g.
Ademas el frijol también es una fuente importante de calcio, hierro, magnesio y
zinc y vitaminas como tiamina niacina y acido félico (Ulloa. et al. 2011).

Sin embargo en el frijol estan presentes otros componentes, los cuales han sido
reportados como los responsables de la actividad biologica de la semilla, entre
ellos podemos citar a la fibra, el acido fitico, los taninos, inhibidores de tripsina,
lectinas y un grupo muy importante como los fenoles (Ulloa. et al. 2011). Los
fenoles se definen como compuestos que posee un anillo aromatico, el cual tiene
uno o mas sustituyentes hidroxilo (Charles Gerhardt. 1843), existen diversas
clases de compuestos fendlicos, desde fenoles simples como los acidos fenolicos
hasta mas complejos como los flavonoides, los cuales constituyen el grupo mas
amplio de este tipo de compuestos (Fig. 1).




Figura 1. Clasificacion de los compuestos fendlicos (Liu. 2004).
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Se han determinado los principales fenoles presentes en la semilla de diversas
variedades. En un estudio realizado en tres variedades de frijol consumido en EU
(Pinto, Gran Nortefio y Frijol Negro), se reportaron 16 diferentes &cidos fendlicos,
el acido ferulico fue el mas abundante, seguido por p-cumérico y sinépico. El
contenido total de fenoles fue de 19.1- 48.3 mg/100 g de frijol. Los flavonoides se
han descrito principalmente en semillas de color amarillo, café y negro (Espinosa
Alonso. 2006).

Los acidos fendlicos como el acido p-cumarico, acido ferdlico, acido sinapico y
acido galico asi como los flavonoides Kaempferol 3-O-glucosido y Kaempferol 3-
O-acetilglucésido también han sido encontrados en semilla del frijol pinto, siendo
el mas abundante el acido ferulico con 18 mg/100g de frijol (Camara. et al. 2013).

Por otra parte la planta de frijol muestra en su composicibn quimica a los
flavonoides como los compuestos mas abundantes comparados con otras clases
quimicas como los alcaloides y terpenoides (Tabla 2), incluso se ha demostrado
que la raiz en particular exuda diversos compuestos entre los que se pueden
incluir flavonoides, flavonas, flavononas, antocianinas e isoflavonoides (Oliveros-
Bastidas. et al. 2009), los cuales especificamente en la planta de frijol son
utiizados para establecer dialogo molecular con el género Rhizobium,
estableciendo de esta manera una interaccion para la formacion de nodulos y la
posterior fijacion de nitrégeno (Quinto y Cardenas. 2014).




Tabla 2. Composicion Quimica de la tribu Phaseoleae a la cual pertenece la planta de
frijol. (Bisby F. 1994).

Clases NuUmero de
Quimicas compuestos
Carbohidratos 21
Flavonoides 131
Taninos | = -
Lignanos 2
Terpenoides 23
Esteroides 32
Aminoécidos y
" 97
péptidos
Alcaloides 36

Los compuestos fendlicos en las plantas pertenecen al grupo de metabolitos
secundarios, los cuales tienen funciones especificas, hasta el momento no se ha
determinado los tipos de compuestos fendlicos en la planta de frijol, por lo que
resulta de gran interés dilucidar si son la misma clase de fenoles presentes en la
semilla y si poseen las mismas actividades biolégicas.

2.5.2. Los fenoles como metabolitos secundarios.

Los fenoles son un grupo de metabolitos secundarios de las plantas que se
encuentran involucrados en la defensa contra radiacion UV y patégenos, siendo
este ultimo su papel principal (Pandey y Rizvi. 2009), sin embargo desempefian
otras funciones no menos importantes ya que contribuyen en el crecimiento y
desarrollo de la planta tales como la pigmentacion, atrayentes de polinizadores,
pesticidas naturales y en el establecimiento de la simbiosis con el género
Rhizobium. (Espinosa Alonso L.G. 2006).

Las plantas producen diversos metabolitos secundarios, en diferentes especies se
han identificado alrededor de 8000 compuestos fendlicos. Todos los compuestos




fendlicos que derivan de las plantas tienen su origen en un intermediario comun, la
fenilalanina, via la ruta del acido Shikimico (Pandey y Rizvi. 2009).

La importancia de los metabolitos secundarios radica no solamente en el proceso
de adaptacion de la planta a su medio ambiente, como el establecimiento de
simbiosis con los microorganismos, atraccion de insectos polinizadores y
dispersores de semillas, sino que la sintesis de estos compuestos es inducida
cuando la planta se encuentra bajo ciertas condiciones adversas tales como: a) el
consumo por herbivoros (artropodos y vertebrados), b) el ataque por
microrganismos: virus, bacterias y hongos, c) la competencia por el espacio de
suelo, la luz y los nutrientes entre las diferentes especies de plantas y d) la
exposicion a la luz solar u otros tipos de estrés abidtico (Sepulveda Jiménez G. et
al. 2003).

La variedad estructural dentro de un mismo grupo de metabolitos secundarios
esta dado por modificaciones quimicas a una estructura basica, provocada por
reacciones quimicas tales como hidroxilacion, metilacion, epoxidacion,
malonilacion, esterificacion y la glucosilacion, lo que ocasiona perfiles metabdlicos
diferentes aun entre las mismas especies, los miembros de una poblacion y los
diferentes 6rganos de la planta, sin embargo esto Ultimo resulta como parte de la
adaptacién de las plantas. Las cantidades de fenoles encontrados en un estudio
donde se utilizé frijol silvestre y enmalezado fueron mayores que en el frijol
cultivado (Espinosa Alonso. 2006), lo cual establece que el contenido de fenoles
puede también variar dependiendo de la especie de frijol y de las condiciones de
cultivo.

La sintesis de metabolitos secundarios depende de la etapa de desarrollo en la
gue se encuentre la planta y sus niveles constitutivos solo incrementaran como
una respuesta tanto al estrés bidtico como abidtico (Sepulveda Jiménez. et al.
2003). Todos estos metabolitos incrementan bajo diferentes condiciones
meteoroldgicas, en el caso de los fenoles, su concentracién en la planta esta
influenciada por factores ecologicos como las radiaciones UV, estrés hidrico u
ozono. El efecto de la radiacion UV provoca sobre la planta una disminucion de
biomasa pero en respuesta a esto se incrementan las concentraciones de
flavonoides. Por lo tanto es importante tomar en cuenta que dado que la
concentracion de los metabolitos secundarios en una especie depende de
diferentes factores ecolégicos como lo son cambios estacionales, temperatura,
humedad, nivel de nutrientes y presion osmética, estos pueden presentar también
variacion en diferentes partes de la planta. Otro factor importante a tomar en
cuenta en la cuantificacion de metabolitos secundarios en una especie es la edad
de los individuos, ya que no resulta lo mismo una planta juvenil que otra madura
puesto que las concentraciones pueden variar tanto cualitativamente como
cuantitativamente (Valares Masa. 2011).

Un estudio realizado sobre la variacion del metabolismo secundario de la jara
pringosa (Cistus ladanifer) de la cual se obtenia el ladano para el tratamiento de la
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tos, dolores reumaticos y como antiséptico, realizado por Valares Masa (2011)
mostré una diferencia en cuanto a concentraciones de flavonoides tanto en hojas
como en tallos de la planta, siendo mayor en las hojas jovenes, ademas a estos
resultados se les encontré variacion en las diferentes estaciones del afo,
destacando con mayores concentraciones el verano, por ultimo la variacion de los
metabolitos secundarios es dependiente de la edad de la planta; individuos con
menos de un afio de edad mostraron menor concentraciéon que individuos con
edades mayores, y ademas individuos mayores de 1 afio y hasta los 6 afios
mantuvieron constantes sus concentraciones.

2.5.3. Influencia del estrés bidtico en la concentracion de fenoles.

El estrés bidtico en las plantas resulta de gran interés, ya que como se ha venido
mencionando la sintesis de estos compuestos se encuentra involucrado en la
defensa de la planta contra patdégenos (hongos y bacterias), dafios fisicos por
depredacion de rumiantes, etc. (Vargas Avila y Villamil Lozan. 2012). Sin embargo
las raices de las plantas se desarrollan en el suelo donde se encuentran en
interaccién constante con diversos microorganismos pertenecientes a la rizésfera.
Algunas bacterias de la rizosfera pueden tener efectos positivos importantes en el
desarrollo de plantas mejorando la fertilidad del suelo, la disponibilidad de
nutrientes o influenciando el crecimiento de la raiz y follaje por la excrecién de
fitorreguladores como auxinas y citocininas. A las bacterias que tienen efectos
positivos sobre el desarrollo de las plantas se les denomina Bacterias Promotoras
del Crecimiento Vegetal o PGPR por sus siglas en inglés (Kloepper. 1978). Para
este hecho es importante resaltar que para que estas interacciones se lleven a
cabo es necesario un didlogo molecular, tal es el caso del frijol que excreta
compuestos fendlicos con la finalidad de interaccionar con su simbionte, un
microorganismo del genero Rhizobium para obtener beneficios durante su
desarrollo como la fijacion de nitrégeno (Quinto y Cardenas. 2014).

Las interacciones de los microorganismos con las plantas también se han utilizado
para producir niveles deseados o mejorar las concentraciones de fitoquimicos
sobre todo en plantas medicinales. Cuando se han inoculado plantas medicinales
con PGPR se ha observado ademés de un aumento en la biomasa, un incremento
en la concentracion de metabolitos secundarios. Cuando se inocul6 a Origanum
vulgare L. con Pseudomonas sp. se obtuvo 10.2 mg/g de compuestos fendlicos
mientras que en las plantas sin inocular se obtuvo 7.0 mg/g (Shetty. et al. 1995).

En la tabla 3 se muestran algunos ejemplos de plantas medicinales inoculadas con
PGPR con la finalidad de incrementar el contenido de metabolitos como la
Ajmalicina, serpentina y Tanshinona utiles en el tratamiento de enfermedades
como la hipertensién (Sekar y Kandavel. 2010).
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Tabla 3. Efecto de la inoculacion con PGPR en la produccion de metabolitos secundarios
en plantas medicinales.

METABOLITO
PLANTA TRATAMIENTO INDUCIDO EN LA REFERENCIA
PLANTA
Catharanthus Tratamiento de las
roseus (Vinca plantulas por Pseudomonas fluorescens Ajmalicina Jaleel et al., 2007
rosa) empapado del suelo.

Catharanthus Tratamiento de las
roseus (Vinca plantulas por Pseudomonas fluorescens Serpentina Jaleel et al., 2009
rosa) empapado del suelo.

Cultivo de radicula
para el crecimiento in
vitro.

Hyoscyamus niger
(Belefio negro)

Pseudomonas fluorescens Hiosciamina 'y Ghorbanpour et al.,
y P. putida escopolamina 2010

Picrocrocina,

Crocu§ sativus Remojo de cormos y Bacillus subtilis crocetina y Eldin et al., 2008
(Azafran) empapado del suelo. compuestos

safranales.
C"%'e.”d@'a Cultivo en suspension ) - - . Wiktorowska et al
officinalis . Trichoderma viride Acido aleandlico "

. de células. 2010

(Caléndula)
Salw_a m|!t|orrh|za Cultivo de raiz Bacillus cereus Tanshinona Zhao et al., 2010
(Sabia roja)

De la Rosa Mera (2009) aisl6 Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA) a partir de
13 plantas medicinales, los cuales son caracterizados como microorganismos
promotores del crecimiento de la planta y ademas estan relacionados con la
mejora en el suministro de nutrientes minerales, seleccionando solo aquellos que
presentaron porcentajes de colonizacién superiores al 40% en Catharanthus
roseus (L.), una planta medicinal atil en el tratamiento de ciertos de tipo de cancer
debido al contenido de alcaloides vinblastina y vincristina. Después de 75 dias, la
inoculaciéon con HMA en C. roseus incremento significativamente la concentracion
de vinblastina y vincristina, asi como la actividad antioxidante y la concentraciéon
de compuestos fendlicos.

La planta de frijol se ha inoculado con diferentes bacterias como Bacillus subtilis
M496, Rizhobium sp y Trichoderma atroviride para incrementar los compuestos
fendlicos, en este estudio en particular el incremento de compuestos fendlicos se
logro solo con Trichoderma atroviride, las plantas que se inocularon con Bacillus
subtilis M496 y Rizhobium sp no presentaron diferencias significativas respecto al
control (Gonzalez Rayo. 2014), sin embargo este estudio se enfoco al andlisis de
la semilla, por lo que resulta de suma importancia incrementar y determinar los
compuestos fendlicos presentes en la planta de frijol en asociacién con diferentes
PGPR. Recientemente se han aislado bacterias de diferentes ambientes como
Arthrobacter agilis UMCV2 la cual fue aislada de la rizésfera del maiz (Valencia
Cantero. et al. 2007), la cual ha demostrado promover el crecimiento por
mecanismos diferentes en plantas como Pinus devoniana (Montejano Mayo. et al.
2016), Arabidopsis thaliana (Garcia Juarez. et al. 2010), Medicago truncatula
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(Orozco Mosqueda. et al. 2013) y Phaseolus vulgaris (Valencia Cantero. et al.
2007), sin embargo no existe evidencia de la interaccion Arthrobacter agilis
UMCV2- Phaseolus vulgaris sobre la acumulacién de metabolitos secundarios en
la planta.

2.6 Papel de los fenoles en la prevencion de enfermedades

El interés de incrementar los metabolitos secundarios en las plantas se ha venido
dando cada vez con mas frecuencia debido a que resultan utiles en el tratamiento
y/o prevencion de enfermedades. En el caso del frijol se ha reportado ampliamente
a los fenoles como los principales metabolitos responsables de los efectos
benéficos destacando principalmente como poderosos antioxidantes, citotdéxicos y
antimicrobianos. La actividad antimicrobiana se origina por la sintesis
incrementada de estos compuestos como mecanismo de defensa durante la
agresion hacia las plantas por microorganismos patdégenos mientras que el
comportamiento antioxidante de los fenoles esta relacionada con la presencia de
grupos hidroxilo en las moléculas.

2.6.1 Actividad antioxidante.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) se producen de forma natural por el
organismo durante las reacciones que conllevan a generar energia, situacion que
no es alarmante ya que el propio organismo tiene la capacidad de responder por
diversos mecanismos y reducir el riesgo de dafio. Sin embargo cuando el balance
entre las ROS y los mecanismos para contrarrestarlas no estd en equilibrio
comienzan a surgir dafio en moléculas importantes tales como lipidos, proteinasy
ADN que pueden conducir a una variedad de enfermedades crénico-degenerativas
tales como enfermedades cardiovasculares, hipertension, diabetes, Alzheimer
entre otras. (Camara. et al. 2013).

En los ultimos afios se ha incrementado la concentracion de especies reactivas
de oxigeno en el humano debido a diversos factores entre ellos la contaminacién
ambiental, la luz solar, las radiaciones ionizantes, los pesticidas, metales pesados,
la accion de ciertos xenobidticos o el humo de tabaco (Avello y Suwalsky. 2006).

Los fenoles tienen efecto protector contra el dafio oxidativo celular causado por la
inflamacion, infecciones microbianas, habitos dietéticos entre otros, por diversos
mecanismos tales como atrapar los radicales libres, la inhibicién o la activacién de
enzimas rédox o como quelantes de metales. Dichos compuestos son menos
potentes que las drogas farmacéuticas, sin embargo ejercen su efecto a largo
plazo ya que se encuentran en una diversidad de alimentos entre ellos el frijol y
con menos efectos secundarios. (Camara. et al. 2013).
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Los flavonoides son una clase de fenoles, los cuales tienen la capacidad de
bloguear la accion deletérea de los radicales libres sobre las células, retirando el
oxigeno reactivo especialmente en forma de aniones superoxidos, radicales
hidroxilos, peroxidos lipidicos o hidroperoxidos. Diversos flavonoides han
mostrado su eficiencia para eliminar los procesos de peroxidacion lipidica del
acido linoleico o de los fosfolipidos de las membranas, y la peroxidacion de los
glébulos rojos. De hecho, estadisticamente se ha demostrado una estrecha
relacion entre poblaciones menos propensas a padecer afecciones
cardiovasculares con un alto consumo de flavonoides. Se ha comprobado que la
administracion profilactica de flavonoides disminuye la produccién de radicales
libres en la reperfusion después del bypass en cirugia de reemplazamiento
vascular. El flavonoide quercetina ha demostrado efectos sinérgicos con la
vitamina C ademas de prevenir la peroxidacion lipidica, atenuar los depdsitos de
coldgeno y el proceso de fibrogénesis hepatica en ratas con obstruccion biliar en
las que se produce estrés oxidativo y una reduccion de las defensas antioxidantes.
La quercetina y kaempferol son importantes para la concentracion intracelular de
glutation, ya que son capaces de aumentar su nivel hasta en un 50%, induciendo
asi el sistema antioxidante y de esta manera la prevencion de enfermedades
relacionadas con un estrés oxidativo, tales como algunos tipos de cancer
(Martinez Florez S. et al. 2002).

En el tabla 4 se ilustra la participacion en la actividad antioxidante de la semilla del
frijol en diferentes modelos de estudio (Camara. et al. 2013)

Tabla 4. Actividad Antioxidante de la Semilla de Frijol.

Desorden-
Enfermedad

Modelo Tratamiento Resultados principales Referencia

Extractos de frijoles pintos muestran
Estrés oxidativo e In vitro (ORAC, COX and | Extractos de la testa de frijol | capacidad antioxidante. Los frijoles
inflamacion 150 LOX kits) pinto. pintos y negros poseen efectos
inhibitorios en COX-1 y COX-2.

Oomabh et al. 2010

Los extractos mostraron alta

Ratones machos de 12 actividad antioxidante y disminucién

Estrés oxidativo y

I meses de la cepa Extracto de la testa de frijol D Cao et al. 2010

resorcion 6sea de la concentracion sérica de un

C57BL/6 !

marcador de la resorcién 6sea.

Células de Los frijoles, las lentejas mostraron
Estrés oxidativo y adenocarcinoma gastrico | Extractos fendlicos de efectos inhibitorios dosis-
proliferacién de humano y 9 lineas semillas maduras de 13 dependientes en la proliferacion Xu & Chang. 2012
células cancerosas | celulares (Ensayos de leguminosas incluido el frijol | celular y todas las lineas de células

antiproliferacion) cancerosas.
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2.6.2. Actividad citotoxica

Las especies reactivas de oxigeno se encuentran involucradas en el desarrollo y/o
complicaciones de diversas enfermedades, entre las que podemos citar el cancer,
el cual es una de las principales causas de mortalidad, en el 2012 se calcularon
8.2 millones de muertes y se prevé que el numero de casos aumente un 70% los
proximos 20 afios (OMS, 2015). Se ha demostrado que el aumento en el consumo
de alimentos ricos en compuestos fendlicos reduce el riesgo de desarrollar cancer
(Scalbert. et al. 2005). Las plantas son una fuente importante de metabolitos, entre
ellos los compuestos fendlicos, los cuales pueden ser empleados en el tratamiento
y/o prevencion de cancer. Muchos estudios se llevan a cabo para determinar el
potencial citotéxico de los compuestos bioactivos de plantas debido a que van a
ser utilizados como farmacos o cosméticos, los cuales no deben mostrar
citotoxicidad o van a ser empleados como agentes anticAncer y donde la
citotoxicidad es crucial para poder ejercer efecto (Freshney. 2002).

Los compuestos fendlicos provenientes de la semilla de frijol han demostrado
tener efecto antiproliferativo y citotoxico. Lopez A. et al. (2013) determinaron el
efecto citotdxico de la semilla cruda y germinada de frijol Negro cultivar Tolosana
contra tres lineas celulares cancerosas renal (TK-10), de mama (MCF-7) y
melanoma (UACC-62). Los extractos mostraron diferente actividad sobre las
lineas celulares de manera dependiente de la concentracion, la semilla cruda
mostré mayor citotoxicidad contra la linea TK-10, el germinado por otra parte,
mostro efecto citotdéxico contra MCF-7 y UACC-62, efecto que es atribuido al perfil
de los extractos, ya que presentaron diferencias tanto -cualitativas como
cuantitativas en la composicion de compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos de semillas y germinado de frijol Negro San Luis
también fueron capaces de inhibir la proliferacion celular de cancer de mama
(MCF-7), higado (HepGZ2), col6n (Caco?2) y prostata (PC3). Tanto la semilla como
el germinado mostraron especificidad hacia las lineas celulares cancerosas a
diferencia de las células utilizadas como control, fibroblastos (NIH3T3). La semilla
mostré6 mayor porcentaje de inhibicion hacia las células HepG2 y Caco2 mientras
que el germinado tuvo efecto en todas la lineas celulares probadas (Guajardo-
Flores. et al. 2013).

Actualmente la planta de frijol ya no se utiliza en la medicina tradicional, ademas la
actividad antimicrobiana, antioxidante y citotéxica de los fenoles provenientes de
las diferentes partes de la planta no se ha probado, por lo que resulta interesante
determinar si estos compuestos presentan una fuente alterna a la semilla, la cual
es mas destinada para el consumo, de extraccion de metabolitos y si su actividad
bioldgica puede verse mejorada con la inoculacion de PGPR.

15



3. JUSTIFICACION

La semilla de frijol es rica en compuestos fendlicos los cuales poseen actividad
bioldgica. La composicion quimica de la planta de frijol muestra altos niveles de
compuestos fendlicos y se ha reportado el uso de la planta en la medicina
tradicional. México ocupa el cuarto lugar a nivel mundial en produccion de frijol, sin
embargo actualmente ya no se le da ningln uso a la parte vegetativa por lo que
representa una fuente alterna mas accesible y econdémica de metabolitos
secundarios para el tratamiento de diversas enfermedades, los cuales ademas

pueden modificarse mediante la inoculacion con Arthrobacter agilis UMCV2.
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4. HIPOTESIS

La planta de frijol posee mayor concentracion de compuestos fenodlicos y mejor
actividad biologica y antioxidante comparados con la semilla, los cuales
incrementan con la inoculacién de Arthrobacter agilis UMCV2.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general.

= Analizar el contenido de compuestos fendlicos, su actividad biologica y
antioxidante de la planta de frijol y la semilla, y su variacion por efecto de la

inoculacién con Arthrobacter agilis UMCV2.

5.2. Objetivos particulares.

»= Determinar la concentracion de fenoles en la planta y semilla de frijol.

» Evaluar la actividad antioxidante, antimicrobiana y citotoxica de la planta y
semilla de frijol.

» Analizar si Arthrobacter agilis UMCV2 modifica la concentracién de
compuestos fendlicos y la actividad biologica y antioxidante.

» Evaluar el perfil de compuestos fendlicos presentes en los extractos

metandlicos de la planta de frijol.
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6. MATERIALES Y METODOS.
6.1 Material bioldgico.

La cepa Artrhobacter agilis UMCV2 utilizada en el presente estudio pertenece a la
coleccion de rizobacterias del laboratorio de Ecologia Microbiana del Instituto de
Investigaciones Quimico Biologicas a cargo del Dr. Eduardo Valencia Cantero.

Las semillas de frijol Flor de Junio y Negro Querétaro se obtuvieron en un
mercado en la ciudad de Morelia Michoacan. Los cultivares de frijol, antes
mencionados, son los mas consumidos y ademas existen reportes de la relacion
del consumo de las semillas con la prevencion de enfermedades tales como el
cancer de colon (Reynoso Camacho. et al. 2007) y diabetes (Lomas Soria. 2008).

6.2 Crecimiento de Arthrobacter agilis UMCV2. La bacteria se crecié en medio
PY con agitacion constante por 72 h a temperatura ambiente.

6.3 Obtencion de plantas de frijol. Se seleccionaron las semillas que se
encontraron en Optimas condiciones para desinfectarlas con alcohol al 70% y cloro
al 10%, una vez desinfectadas se procedi6 a inocularlas sumergiéndolas en medio
PY conteniendo la bacteria A. agilis UMCV2 (aprox. 3.5x108 células/mL) por 10
minutos para posteriormente colocarlas en macetas con suelo previamente
esterilizado. El crecimiento de las plantas se llevd a cabo en condiciones de
invernadero, se realizaron dos aplicaciones mas del inoculante en dos diferentes
etapas, aparicion de la primera hoja trifoliada y en floracion. La colecta de plantas
se realiz6 en 5 etapas diferentes, germinacion (V0), primera hoja trifoliada (V3),
floraciéon (R6), llenado de vainas (R8) y maduracién (R9). Las muestras se
separaron en raiz, hojas, tallo, vainas y semillas.

6.4 Extraccion y cuantificacion de fenoles. Para la extraccion de fenoles totales
se colocd la muestra de los diferentes tejidos vegetales en una solucion de
metanol al 50% adicionado con HCI al 1% con agitacion constante por 3 dias
consecutivos con un cambio de solucién cada 24 h. Las muestras se filtraron con
papel filtro Whatman de tamafio del poro de 11 ym. La muestra se concentré en
rotavapor hasta sequedad a una temperatura de 50°C para recuperarla en 3 mL de
metanol al 50%. La determinacion de fenoles totales se realizd por el método de
Folin-Ciocalteu. El 4cido galico se empledé como estandar a una concentracion de
0.010 a 5 mg/mL. Las absorbancias respectivas fueron medidas a 760 nm en un
espectrofotometro M491 EPOCH. La concentracidén de fenoles totales se reportd
como mg de equivalentes de acido galico.

6.5 Determinacion de la actividad antioxidante in vitro. Para determinar la
actividad antioxidante los extractos se normalizaron a una concentracion de 10
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Hg/mL esto con el fin de evaluar la potencia antioxidante de los extractos en cada
tejido, para ello se utilizaron 3 métodos diferentes.

6.5.1. Ensayo de DPPH. La molécula 2,2- difenil-1-picrilhidrazil es
caracterizada como un radical libre debido a la deslocalizacién de un par de
electrones en su estructura. El color caracteristico de esta molécula es
violeta, al entrar en contacto con algin compuesto que sea capaz de donar
un electrén para estabilizarla, el color se torna amarillo (Alam. et al. 2013).
Para éste ensayo se preparé una solucion conteniendo el radical DPPH a
una concentracion 0.1 mM en metanol al 80%. Se colocaron 10 pL de
muestra y 140 pL de la solucidn en placas de 96 pocillos. La lectura se
realizd en un espectrofotbmetro a 517 nm. El trolox se utilizé para la curva
patron a concentraciones de 12.5 a 800 pM.

6.5.2. Ensayo de poder antioxidante reductor de hierro (FRAP). Este
método mide la capacidad de los antioxidantes para reducir el hierro. El
fundamento estd basado en la reduccion del complejo hierro férrico y la
molécula 2, 4, 6-Tripiridil-S-Triazina (TPTZ) a la forma ferrosa a pH &cido.
Esta reduccién puede ser medida por el cambio en la absorcién a 593 nm
en espectrofotdmetro (Alam. et al. 2013). La solucion de trabajo se preparo,
con acetato de sodio 300 mM a pH de 3.6, cloruro férrico 20 mM y el TPTZ
10 mM (10:1:1 v/v), dicha solucion se calento a 37°C durante 10 minutos y
con agitacion constante protegido de la luz. La determinacion de la
actividad de los extractos se realizd6 en placas de 96 pocillos donde se
colocaron 10 pL de muestra y 150 pL de la solucion de trabajo, esta
reaccion de dejo 20 minutos protegida de la luz. La lectura se realizd en
espectrofotometro a 593 nm. EIl trolox se utilizé6 para la curva patron a
concentraciones de 12.5 a 800 uM.

6.5.3 Ensayo de ABTS. La técnica se fundamenta en la cuantificacion de la
decoloracién del radical Acido 2-2-Azino-bis 3 etilenbenzotiazonilo-6
sulfonico (ABTS), debido a la interaccibn con especies donantes de
protones o de electrones (Alam. et al. 2013). La soluciéon de trabajo se
prepard con cantidades iguales del radical ABTS y persulfato de potasio 2.6
mM en agitacion constante y protegidos de la luz por 1h 30 minutos,
transcurrido ese tiempo se realizaron diluciones volumen/volumen con
metanol hasta que se obtuvd una absorbancia de 0.7- 0.8 a una longitud de
onda de 739 nm.

La actividad de los extractos se determin6 con 10 puL de muestra 'y 190 pL
de solucion de trabajo en placas de 96 pocillos. La absorbancia se midio a
739 nm. El trolox se utilizé para la curva patron a concentraciones de 12.5 a
800 uM.
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6.6 Prueba de Citotoxicidad. Los ensayos de citotoxicidad regularmente son
costosos, requieren disciplina, equipo sofisticado, recoleccion de sangre y
personal de tiempo completo, lo que ha llevado a la busqueda de métodos que
sean igual de sensibles pero que disminuyan los costos, el tiempo y la cantidad de
muestra utilizada. El ensayo de letalidad en Artemias también conocido como
BSLT por sus siglas en inglés (Brine Shrimp Lethality Test) resulta una opcion a
esto. Este método es ampliamente utilizado para la deteccion de compuestos
bioactivos en extractos crudos de plantas, aunque también se le ha empleado para
determinar la toxicidad de algunos extractos de plantas, determinacion de metales
pesados, pesticidas, aditivos para comidas y algunas drogas. BSLT ha
incrementado su uso debido a los bajos costos, alta sensibilidad para la deteccion
de compuestos citotoxicos y el uso de cantidades menores de muestras
comparado con otros métodos, ademas de que las larvas de Artemias que se
emplean para este ensayo son muy similares con una célula de mamifero, es
rapido, simple y barato, por el uso de pequefas cantidades de material para cada
prueba (Mirzaei. et al. 2013).

6.6.1. Crecimiento de Artemia salina. Los quistes de Artemia salina se colocaron
en agua salada (3% de sal san-Halita, especial para acuarios), a una temperatura
de 25°C con una iluminacion de aproximadamente 2000 lux en la superficie del
agua y manteniendo una aireacion constante que permiti6 mantener niveles de
oxigeno por encima de 2 mg/L (Sorgeloos. et al. 1986). Después de 72 h las
Artemias se encontraron en la fase de larva estado V (Fig. 2), las cuales eran
utilizadas para las pruebas.
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Figura 2. Artemia salina en fase de larva estado V. Fotografias tomadas con microscopio
compuesto Leica Mod. M80.

6.6.2. Determinacion de la concentracion de los extractos crudos para BSLT.
El intervalo de concentraciones adecuadas de los extractos metandlicos para
realizar el BSLT se determiné en un intervalo de concentracién de 2-1000 pg/mL.
Los mejores resultados se obtuvieron a concentraciones de 2-5 pg/mL en tiempos
relativamente cortos (Fig. 3).

6.6.3. Determinacién de DLso. La dosis letal 50 (DLso) se determind con las
Artemias en fase de larva estado V. Las larvas se colocaron en placas de 96
pocillos, 6 larvas por pozo, para cada extracto se utilizaron cuatro concentraciones
en un intervalo de 2-5 pg/mL. El agua salada absoluta y otro con un volumen de
metanol 50% equivalente a la concentracion maxima del extracto a evaluar se
emplearon como controles, con la finalidad de descartar que el metanol tuviera un
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efecto sobre el calculo de la DLso. La muerte de las larvas se determiné cada 10
minutos por un periodo maximo de 90 minutos. La DLso se calculé por el método
de regresion lineal seleccionando aquella R? con valores mayores o iguales a 0.8
(Fig. 3) y que presentara el 100% de sobrevivencia para las concentraciones mas
bajas y el 0% de sobrevivencia para aquellas concentraciones mas altas.

6.7. Determinacion del perfil de fenoles por HPLC. Las muestras con mejor
actividad antioxidante y actividad citotoxica se utilizaron para analizar el perfil de
fenoles presentes por HPLC. EIl andlisis de las muestras se llevé a cabo en un
Cromatografo de Liquidos (Agilent Serie 1200) equipado con una columna Agilent
ZORBAX Eclipse XDB—-C18 y un detector UV de longitud de onda multiple. La
identificacion de compuestos se realizdé por medio de una mezcla de estandares
externos elaborada con los acidos fendlicos: gélico, quinico, transcinamico,
hidroxibenzoico, clorogénico, cafeico, dihidroxibenzoico, p-cumarico, rosmarinico y
ferulico. Las muestras se inyectaron en un loop de 20ul. Los solventes utilizados
fueron agua acidificada 0.1% acido ortofosférico (A) y metanol 50% adicionado
con 0.1% acido ortofosférico (B). EI método utilizado fue: 80% A, 20 % B del min 0
al min 15; 87.5% A, 12.5 B del min 15 al 15.1; 100 A del min 15.1 al min 22; 20%
A, 80 B del min 22 al min 32; 100% B del min 32 al min 34; 80% A, 20% B del min
34 al min 40. El flujo fue de 0.8 mL/min. Los compuestos se determinaron a las
longitudes de onda de 250 nm, 280 nm y 320 nm para fenoles y de 250 nm, 280
nm, 320, nm y 359 nm para flavonoides.

6.8 Andlisis Estadistico. El andlisis estadistico de los diferentes ensayos se
realizé con el programa STATISTIC 8.0 mediante un analisis de varianza (ANOVA)
multifactorial y una prueba de medias Tukey considerando p< 0.05 como
probabilidad minima aceptable para las diferencias entre medias y un analisis de
componentes principales.
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Figura 3. Concentraciones probadas para el célculo de DLso. Panel A. Gréfico de las
concentraciones de fenoles empleadas en el ensayo, la mejor respuesta se obtuvo en un
rango de 2-5 pg/mL. Panel B. Regresion lineal a los 15 minutos, en el cual se ilustra el
procedimiento realizado para el calculo de CLso en base al mejor valor de R2.
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7. RESULTADOS

7.1 CONTENIDO DE FENOLES TOTALES

La concentracion de fenoles totales en la semilla es diferente para cada cultivar,
en el cultivar Negro Querétaro se obtuvieron 4.0 mg EAG/g mientras que para el
cultivar Flor de Junio 3.0 mg EAG/g, de igual manera se encontraron diferencias
en la concentracion de compuestos fendlicos para cada etapa analizada en ambos
cultivares. Las etapas VO, V3, R6 y R8 poseen menor concentracion de fenoles en
comparacion a la semilla en el cultivar Negro Querétaro. En el cultivar Flor de
Junio las etapas VO, V3, y R8 presentan menor contenido de fenoles a diferencia
de la semilla (Fig. 4).

La concentracion de fenoles en el germinado (VO) es inferior al encontrado en la
semilla en ambos cultivares. Los tejidos como la raiz y el tallo en la primera hoja
trifoliada (V3) y llenado de vainas (R8) presentan concentraciones inferiores al de
la semilla. Las hojas de la etapa V3 del cultivar Flor de Junio tienen una
concentracion de fenoles de 1.50 mg EAG/g concentracion que es menor en
comparacion con la concentracion de la semilla. Sin embargo en presencia del
inoculante igualan la concentracion de la semilla debido a un incremento de 1.20
mg EAG/g. El tallo del cultivar Negro Querétaro presenta un incremento de
compuestos fendlicos del 50% en presencia del inoculante. La concentracion de
compuestos fendlicos en las hojas del cultivar Negro Querétaro en la etapa R8 es
estadisticamente igual a la semilla e incrementa en presencia del inoculante. Las
vainas y las raices en etapa R8 presentan menor concentracion de fenoles en
comparacién con las semillas (Anexo A). Las etapas R6 y R9 de ambos cultivares
representan una alternativa a la semilla y ademas incrementan la concentracién de
compuestos fenolicos con la presencia del inoculante (Fig. 4).

El contenido de fenoles para cada tejido presenta diferencias en cada etapa
analizada. En la etapa R6 para ambos cultivares se observa que la raiz es el tejido
con menor concentracion de fenoles, seguido del tallo y finalmente las hojas. Las
hojas del cultivar Flor de Junio en esta etapa son estadisticamente igual a la
semilla. Con el sistema de inoculacion la raiz y el tallo no presentan
modificaciones. Sin embargo las hojas del cultivar Negro Querétaro incrementan la
concentracion de fenoles de 2.6 a 6.0 mg EAG/g, es decir el incremento es de mas
del 50%, concentracion que es mayor en comparacion con las semillas (Fig. 5).
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B Sinin6éculo BCon inb6culo

Figura 4. Contenido de fenoles totales en las diferentes etapas analizadas en los
cultivares Negro Querétaro y Flor de Junio. Tukey a=0.05, n=8; barra= SD. * denota
diferencias significativas por cultivar con respecto a la semilla. + denota diferencias
significativas entre etapas respecto al inéculo por cultivar.

Fenoles totales mg EAG/g

Semilla  raiz tallo hojas |Semilla raiz tallo hojas

Negro Querétaro Flor de Junio

B Sinindculo ®Coninbéculo

Figura 5. Contenido de fenoles totales en etapa R6. MF ANOVA, Tukey a=0.05, n=4;
barra= SD, * denota diferencias significativas por cultivar con respecto a la semilla. +
denota diferencias significativas entre etapas respecto al in6culo por cultivar.
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Las vainas del cultivar Flor de Junio en la etapa de maduracién (R9) presentan
una concentracion de 6.0 mg EAG/g y esta concentracion de fenoles es mayor en
comparacion con la semilla. Ademas las vainas incrementan 1 mg EAG/g la
concentracion en presencia del inoculante. Las hojas del cultivar Negro Querétaro
en presencia del inoculante presentan una disminuciéon de 2.0 mg EAG/g
comparadas con las hojas de la etapa R6, razon por la cual son estadisticamente
igual a las semillas en esta etapa. Para esta etapa en general los demas tejidos
presentan menor concentracion de compuestos fendlicos que la semilla y sin
cambios por la presencia del inoculante. La raiz sigue siendo el tejido con menor
concentracion de fenoles para ambos cultivares (Fig. 6).

Fenoles totales mg EAG/g
O P N W » 01 OO N 0

semilla raiz tallo hojas vaina semilla raiz tallo hojas vaina

Negro Querétaro Flor de Junio

B Sininéculo ®Coninbculo

Figura 6. Contenido de fenoles de los tejidos en etapa R9. MF ANOVA, Tukey 0=0.05,
n=4; barra= SD, * denota diferencias significativas por cultivar con respecto a la semilla. +
denota diferencias significativas entre etapas respecto al in6culo por cultivar.
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7.2 ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE.

La actividad antioxidante se determind por tres métodos diferentes el ensayo de
captacion 2,2"-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) o ABTS, ensayo
de inhibicion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracil o DPPH y capacidad antioxidante
por fierro reducido o FRAP.

La concentracion de los extractos se normaliz6 a 10 pg/mL, sin embargo, la
actividad antioxidante es diferente para cada extracto de los tejidos. Los tejidos
presentaron diferencias en dos de los tres métodos ensayados y en todos los
tejidos de las diferentes etapas fenologicas. Dado que las etapas R6 y R9 son
estadisticamente igual a la semilla en concentracion de compuestos fendlicos se
detalla la actividad antioxidante de cada tejido en cada método.

7.2.1 Ensayo ABTS

La actividad antioxidante ABTS de la semilla es de 95 equivalentes uM de trolox
en el cultivar Negro Querétaro y de 88 equivalentes uM de trolox en Flor de Junio.
En la etapa de floracibn (etapa R6) en ambos cultivares sin presencia del
inoculante todos los tejidos presentan diferencias significativas. Sin embargo, solo
las hojas tienen mayor actividad antioxidante que las semillas. La presencia de A.
agilis UMCV2 en ambos cultivares incrementa la actividad del tallo, con este
incremento el tallo es estadisticamente igual a la semilla. Por otra parte, las hojas
tienen una disminucién de la actividad en un 11%. La actividad de la raiz
disminuye en el cultivar Negro Querétaro. La raiz del cultivar Flor de Junio
incrementa su actividad, sin embargo, no iguala a la actividad presentada por la
semilla (Fig. 7).
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Figura 7. Actividad antioxidante para el radical ABTS en la etapa R6 para ambos
cultivares. Tukey a=0.05, n=4; barra= SD, * denota diferencias significativas por cultivar
con respecto a la semilla, + denota diferencias significativas entre tejidos respecto al
in6culo por cultivar.

En la etapa R9 de las plantas sin indculo, la raiz y las hojas son diferentes
estadisticamente a la semilla. Las hojas presentan mayor actividad. El tallo y las
vainas son estadisticamente igual a la semilla para el cultivar Negro Querétaro
mientras que en el cultivar Flor de Junio todos los tejidos tienen la misma actividad
que la semilla (Fig. 8). Por otra parte la presencia del indculo en el cultivar Negro
Querétaro no modifica la actividad de la semilla, la raiz y las hojas. El tallo
presenta una disminucion de 16.5%. Las vainas, por otra parte, incrementan un
10% la actividad antioxidante superando la presentada por la semilla. En el cultivar
Flor de Junio la semilla, raiz y tallo no modifican su actividad. Las hojas presentan
una disminucion y las vainas al igual que en el cultivar Negro Querétaro
incrementan la actividad antioxidante en un 12% (Fig. 8).
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Figura 8. Actividad antioxidante con el radical ABTS. Tukey a=0.05, n=4; barra= SD, *
denota diferencias significativas por cultivar con respecto a la semilla, + denota diferencias
significativas entre tejidos respecto al indculo por cultivar.

El germinado es estadisticamente igual a la semilla solo en el cultivar Flor de
Junio. La actividad antioxidante de los tejidos en etapa V3 incrementa con la
presencia del inoculante en el cultivar Negro Querétaro siendo mayor en la raiz y
el tallo comparado con la semilla. Las hojas sin in6culo el cultivar flor de Junio
tienen mayor capacidad antioxidante que la semilla, sin embargo, ésta disminuye
con el inoculante. Las hojas en etapa R8 tienen mayor capacidad antioxidante que
la semilla en ambos cultivares. La presencia del inoculante incrementa la actividad
en el tallo mas de un 50% vy la disminuye en las hojas del cultivar Negro
Querétaro. Las hojas del cultivar Flor de Junio incrementan su actividad
antioxidante, contrario a lo que sucede en el cultivar Negro Querétaro (Anexo B).

7.2.2 Ensayo DPPH

La actividad antioxidante de las semillas contra el radical DPPH en el cultivar Flor
de Junio es de 107 equivalentes uM de trolox y de 108 equivalentes uM de trolox
para el Negro Querétaro. Los tejidos del cultivar Flor de Junio no presentan
diferencias significativas con respecto a la semilla, lo cual significa que todos los
extractos a la concentracién de 10 pg/mL tiene la misma actividad antioxidante
para inhibir al radical. En base a esto, se esperaria que aquellos tejidos con mayor
contenido de fenoles tuvieran mayor actividad antioxidante. Dentro de la etapa R6
para el cultivar Negro Querétaro los tejidos, incluyendo la semilla, se encuentran
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con una actividad entre los 102 a 137 equivalentes uM de trolox. Sin embargo, las
hojas en presencia del inoculante muestran la mejor capacidad de neutralizar al
radical DPPH en un 21% mayor comparado con la semilla. En el cultivar Flor de
Junio las hojas en presencia del inoculante tienen una actividad antioxidante de
122 equivalentes pM de trolox. La actividad antioxidante de las hojas del cultivar
Flor de Junio, por lo tanto, es mayor en comparacion a la actividad antioxidante de
la semilla. La actividad de la raiz y tallo se encuentran en 103 equivalentes pM de
trolox (Fig. 9).
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Figura 9. Actividad antioxidante de los diferentes tejidos en etapa R6 para ambos
cultivares de frijol. Tukey a=0.05, n=4; barra= SD, * denota diferencias significativas por
cultivar con respecto a la semilla, + denota diferencias significativas entre tejidos respecto
al in6culo por cultivar.

En la etapa R9 la actividad antioxidante se encuentra en un intervalo de 74 a 116
equivalentes uM de trolox para el cultivar Negro Querétaro. Las vainas y el tallo
tienen la misma capacidad antioxidante que la semilla. Ademas dicha actividad
antioxidante, no se modifica por la presencia de A. agilis UMCV2. La raiz presenta
una actividad menor en comparacion con la semilla. La actividad de la raiz
incrementa 22 equivalentes pM de trolox con el inoculante, sin embargo, no
supera la actividad de la semilla. Las hojas presentan mayor actividad que la
semilla cuando no se tienen bajo el sistema de inoculacion (Fig. 10). En el cultivar
Flor de Junio la semilla mantiene su actividad aun en presencia del inoculante. La
raiz y el tallo tienen la misma capacidad de neutralizar al radical (con y sin
inoculacién) que la semilla. Las hojas, por otra parte, presentan mayor actividad
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que la semilla en un 14% sin inoculacion. Las vainas incrementan la actividad por
la presencia de A. agilis UMCV2 superando asi a la semilla con un 12% (Fig. 10).
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Figura 10. Actividad antioxidante para el radical DPPH en etapa R9. Tukey a=0.05, n=4;
barra= SD, * denota diferencias significativas por cultivar con respecto a la semilla, +
denota diferencias significativas entre tejidos respecto al indculo por cultivar.

La actividad antioxidante del germinado (VO0) es estadisticamente igual a la semilla
a excepcion del germinado con inoculacién del cultivar Flor de Junio, el cual
presenta mayor actividad que la semilla. Los tejidos de la etapa V3 tienen la
misma capacidad antioxidante. Las hojas de las plantas bajo el sistema de
inoculacién en etapa R8 son el Unico tejido con mayor actividad que la semilla en
el cultivar Flor de Junio. El tallo del cultivar Negro Querétaro incrementa su
actividad con la inoculacion en un 23% superando de esta manera la actividad de
la semilla. Sin embargo, las hojas sin inoculacién ya presentan mayor actividad
que la semilla, la cual disminuye con la inoculacion (Anexo C).

31



7.2.3 Ensayo FRAP

En el ensayo FRAP la actividad antioxidante de la semilla del frijol Negro
Querétaro es de 99 equivalentes pM de trolox mientras que la actividad de la
semilla del frijol Flor de Junio es de 80 equivalentes uM de trolox. Los tejidos en la
etapa R6 sin inoculacion son estadisticamente diferentes a la semilla. La raiz y el
tallo tienen menor actividad y las hojas mayor actividad comparados con la
actividad de la semilla en ambos cultivares. Los tejidos de las plantas con el
sistema de inoculacion en el -cultivar Negro Querétaro no presentan
modificaciones. Contrario a ello las hojas del cultivar Flor de Junio disminuyen la
actividad antioxidante 79 equivalentes pM de trolox lo cual las hace
estadisticamente igual a la semilla (Fig. 11).
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Figura 11. Actividad antioxidante FRAP en etapa R6. Tukey a=0.05, n=4; barra= SD, *
denota diferencias significativas por cultivar con respecto a la semilla, + denota diferencias
significativas entre tejidos respecto al inéculo por cultivar.

Dentro de la etapa R9, las hojas sin inoculacion con 154 equivalentes pM de trolox
y las vainas bajo el sistema de inoculacion con 116 equivalentes uM de trolox
mostraron mejor capacidad antioxidante que la semilla en el cultivar Negro
Querétaro. El tallo y las hojas sin inoculaciéon del cultivar Flor de Junio tienen
mayor capacidad antioxidante que la semilla la cual disminuye en un 50% con la
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presencia del inoculante. La capacidad antioxidante de las vainas sin inoculante es
igual a la semilla pero se ve incrementada con 10 equivalentes uM de trolox con la
presencia de A. agilis UMCV2. La actividad mas baja se obtiene con la raiz y la
presencia del inoculante no muestra diferencias significativas (Fig. 12).
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Figura 12. Actividad antioxidante de los diferentes tejidos en etapa R9. Tukey a=0.05,
n=4; barra= SD, * denota diferencias significativas por cultivar con respecto a la semilla, +
denota diferencias significativas entre tejidos respecto al indculo por cultivar.

El germinado (etapa VO0) asi como la raiz y el tallo de la etapa V3 tienen menor
capacidad antioxidante que la semilla en ambos cultivares. Contrario a ello las
hojas igualan a la semilla en el cultivar Negro Querétaro y en Flor de Junio la
incrementan en un 40%. El tallo bajo el sistema de inoculacion incrementa la
actividad mas del 50% en ambos cultivares. Los tejidos dentro de la etapa R8 con
mejor resultado se obtuvieron en las hojas sin inoculante seguido por las hojas y
vainas con inoculante. La actividad mas baja se observa en el tallo y la raiz, en
ambos tejidos la presencia de A. agilis UMCV2 no modifica esta actividad (Anexo
D).
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7.3 ACTIVIDAD CITOTOXICA

Los compuestos fendlicos provenientes de la semilla tienen efecto citotdxico en
contra de una amplia gama de lineas celulares cancerosas entre las que podemos
citar de colén, mama, higado etc., por lo que una vez establecido el cancer
podrian fungir como agentes terapéuticos. Los tejidos de la planta de frijol pueden
ser una fuente alterna a la semilla de compuestos fendlicos por lo que se
determind el efecto citotdxico de los extractos crudos en Artemia salina.

En los extractos de los tejidos sin inoculo del cultivar Flor de Junio la CLso se
encuentra en un intervalo de 1.7- 3.3 pg/mL, incluyendo la semilla, alcanzando la
muerte del 100% de las Artemias en tiempos que van desde 10 minutos hasta 80
minutos. La mejor actividad citotoxica se presenta con la raiz en etapa V3, el tallo
y las hojas en etapa R6 sin la presencia del inoculante ya que a diferencia de los
demas tejidos actian a un tiempo muy corto de tan solo 10 minutos. Para los
tejidos inoculados tenemos la CLso en un intervalo de 1.7- 4.4 pg/mL alcanzando el
100% de muerte con tiempos que van desde los 10 a los 60 minutos. Los tejidos
con mejor actividad bajo este sistema de inoculacion son el tallo en etapa V3 y la
raiz en etapa R6. Los demas tejidos si bien no muestran cambios en la CLso Si
incrementan el tiempo de accion, es decir disminuyen su potencia (Tabla 5). La
CLso de los tejidos sin inoculante en el cultivar Negro Querétaro, incluyendo la
semilla, se encuentran en un intervalo de 1.6-3.2 pg/mL. El objetivo del 100% de
muerte se obtiene en tiempos de 10 a 60 minutos. Los tejidos con mejor actividad
citotoxica son la raiz con 2.5 pg/mL y el tallo con 1.8 pg/mL en etapa V3 con un
tiempo de 10 minutos. En los tejidos inoculados se reducen los tiempos a un
intervalo de 10 a 50 minutos con CLso entre 1.4-3.2 pug/mL. El tallo en etapa V3 vy la
raiz en etapa R6 y R8 son los tejidos que presentan la mejor actividad citotéxica.
Por otra parte tejidos como las hojas en etapa V3 en presencia del inoculante no
modifica la CLso pero si disminuye el tiempo de accién de 70 a 30 minutos. En la
raiz de la etapa R6 se modifican ambos parametros tanto la CLso como el tiempo
(Tabla 6). La CLso de los tejidos es muy similar para ambos cultivares la diferencia
radica en el tiempo en el cual se alcanza el 100% de muerte de Artemia salina.
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Tabla 5. Actividad citotdxica de los extractos metandlicos del cultivar Flor de Junio.

- SIN INOCULO CON INOCULO

VO Germinado 2.3 30 2.4 40
Raiz 2.2 10 1.8 40

V3 Tallo 2.3 60 35 10
Hojas 2.8 50 1.9 50

Raiz 3.0 80 2.6 10

R6 Tallo 2.2 10 2.2 20
Hojas 2.3 10 1.8 40

Raiz 2.3 30 2.4 50

RS Tallo 1.8 20 2.4 40
Hojas 1.8 40 2.4 40

Vainas 1.6 30 1.8 40

Raiz 34 40 45 50

Tallo 1.8 40 sl/a sla

R9 Hojas 2.8 30 25 60
Vainas 2.4 30 2.3 40

Semillas 2.2 20 2.6 20

Tabla 6. Actividad citotdxica de los extractos metandlicos del cultivar Negro Querétaro.

- SIN INOCULO CON INOCULO

VO Germinado 2.2 40 2.1 20
Raiz 2.5 10 1.9 20

V3 Tallo 1.8 10 2.8 10
Hojas 2.1 70 2.4 30

Raiz 2.2 60 1.6 10

R6 Tallo 1.7 60 1.9 50
Hojas 2.8 30 2.3 40

Raiz 2.0 20 2.2 10

- Ta-llo 2.6 20 3.2 50
Hojas 3.2 20 sla sla

Vainas 1.5 20 2.6 30

Raiz 2.3 60 1.5 30

Tallo 2.8 30 1.6 30

R9 Hojas 2.7 40 1.6 40
Vainas 2.0 30 2.5 30

Semillas 1.8 20 1.9 20
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Factor 2: 30.16%

7.4 ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

Para establecer la relacion entre el contenido de fenoles y las variables
antioxidante, antimicrobiana y citotoxica se realiz6 un analisis de componentes
principales. Los resultados para el cultivar Flor de Junio indican que 2
componentes representan el 94.27% del total de la varianza (Fig. 13). El
componente principal 1 representa el 64.11% mientras que el componente 2
representa el 30.16%.

12 NUMERO ETAPA TEJIDO
1 Germinado sin in6culo
VO " —
2 Germinado con inéculo
10 3 3 Raiz sin inéculo
4 Raiz con in6culo
5 Tallo sin in6culo
8t 26 6 v3 Tallo con in6culo
t 7 Hojas sin indculo
8 Hojas con inéculo
9 Raiz sin in6culo
6 20 10 Raiz con in6culo
u| 19 27 11 R6 Tallo sin indculo
0 18 12 Tallo con indculo
4t 1§ 14 % 6 13 Hojas sin indculo
o b 29 [fzm 14 Hojas con inéculo
O 4 15 Raiz sin in6culo
2t 351 7 16 Raiz con in6culo
30 O . 15 17 Tallo sin indculo
o u g 18 RS Tallo con in6culo
0l I 19 Hojas sin indculo
32 20 Hojas con inéculo
° 102 9 21 Vainas sin inoculo
0@ O 22 Vainas con inculo
27 23 Raiz sin indculo
24 Raiz con inéculo
74 23 25 Tallo sin i_né'culo
4+ 0 26 Tallo con inéculo
o 27 RO Hojas sin in6culo
28 Hojas con inéculo
6t 29 Vainas sin inéculo
30 Vainas con inéculo
31 Semillas sin in6culo
8 32 Semillas con inéculo
3% 30 25 20 15 10 5 0 5 10 15 @ semiLLa [] Tesinos

Factor 1: 64.11%

Figura 13. Analisis de componentes principales en el cultivar Flor de Junio.

Mediante este analisis se puede observar que la semilla en etapa VO y maduracion
sin in6éculo, representadas por el numero 1y 31, se agrupan separandose de las
semillas con in6culo. La mayoria de los tejidos se agrupan con la semillas sin
indculo, lo que explica que sus actividad antioxidante y biol6gica sea muy similar.
Dentro de los tejidos que se agrupan con las semillas en presencia del in6culo se
encuentran la raiz en etapa R6 y en R9. Por otra parte los tejidos como la hojas en
etapa R6, R8 y R9 (13, 14, 19y 20) y las vainas (29 y 30) tienen una agrupacion
completamente diferente a los demas tejidos incluyendo la semilla lo que se pudo
observar tanto en la concentracion de compuestos fenolicos como en la actividad
antioxidante, ya que estos tejidos representan mayor concentracion de
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Factor 2: 21.20%

compuestos fendlicos y por lo tanto mejor actividad antioxidante en comparacion

con la semilla.

Para el cultivar Negro Querétaro el componente principal 1 representa el 66.55%
el componente principal 2 un 21.20%. Contrario al cultivar Flor de Junio para este
cultivar los tejidos tienen una agrupaciéon mas homogénea (Fig. 14).
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Factor 1: 66.55%

NUMERO ETAPA TEJIDO
1 Germinado sin inéculo
VO n —
2 Germinado con in6culo
3 Raiz sin in6culo
4 Raiz con in6culo
5 Tallo sin indculo
V3 —

6 Tallo con in6culo
7 Hojas sin indculo
8 Hojas con inéculo
9 Raiz sin in6culo
10 Raiz con in6culo
11 R6 Tallo sin inéculo
12 Tallo con in6culo
13 Hojas sin indculo
14 Hojas con inéculo
15 Raiz sin in6culo
16 Raiz con in6culo
17 Tallo sin inéculo
18 RS Tallo con in6culo
19 Hojas sin indculo
20 Hojas con inéculo
21 Vainas sin inéculo
22 Vainas con in6culo
23 Raiz sin in6culo
24 Raiz con inéculo
25 Tallo sin in6culo
26 Tallo con in6culo
27 R9 Hojas sin indculo
28 Hojas con inéculo
29 Vainas sin inéculo
30 Vainas con in6éculo
31 Semillas sin in6culo
32 Semillas con inéculo

@ SEMILLA [] TEJIDOS

Figura 14. Analisis de componentes principales para el cultivar Negro Querétaro.

Las semillas tienen el mismo comportamiento que en el frijol Flor de Junio tienden
a agruparse aquellas sin inéculo (1 y 31) y por otra parte con inéculo (2 y 32), la
mayoria de los tejidos se incluyen dentro de esta gran agrupacion, sin embargo las
hojas en etapa R6 y R8 vy el tallo en etapa R8 tienden a separarse, es decir
representan una actividad diferente a la semilla, tienen tanto mayor concentracion

de fenoles totales como mejor actividad antioxidante.
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7.5 ANALISIS DE MUESTRAS POR HPLC

En base a los resultados anteriores se analizé el perfil cromatografico de cada una
de las muestras. En total se identificaron 41 compuestos para el cultivar Flor de
Junio, de los cuales solamente 12 estan presentes en la raiz y absorben a una
longitud de onda de 250 nm. De acuerdo a los estandares utilizados para este
tejido solamente se identific6 un compuesto, el &cido quinico, el cual se
incrementd en un 4% en presencia del inoculante. Los compuestos representados
por las sefiales 2, 3, 4, 15 y 35 Unicamente aparecen en la raiz sin indculo,
mientras que las sefiales 14, 18, 22 y 26 solo se encuentran en la raiz en
presencia del inoculante. La raiz inoculada presenta una disminucion importante
de los picos 6 y 11 del 16 y 7 % respectivamente. En el tallo se encuentran
presentes 16 compuestos de los cuales se lograron identificar 3; la sefial nUmero 1
es el acido quinico, la sefial 17 corresponde al 4cido clorogénico y el numero 28 al
acido p-cumarico. Los compuestos tuvieron un incremento en presencia del
inoculante de un 10% para el acido quinico, un 3% para el acido clorogénico y 1%
para el acido p-cumarico con respecto al tallo sin inéculo. Las sefiales 24, 27, 29,
32, 33 y 39 aunque no se lograron identificar tuvieron de igual manera un
incremento en el tallo inoculado. EI mas importante corresponde al pico 29 con un
incremento del 8%. Por otro lado las sefiales 5, 16 y 34 mostraron una disminucion
para el tallo en presencia del inoculante mientras que las sefiales 8 y 9 solo se
presentaron en el tallo control. Las sefiales 10 y 25 solo se encuentran en el tallo
inoculado.

Las hojas en etapa R6 presentaron 12 sefales importantes de los cuales se
identificaron 5. La sefial nUmero 1 que corresponde al &cido quinico disminuyd un
2% para las hojas inoculadas. La sefial numero 20 que solo se encuentra presente
en las hojas inoculadas se identifico6 como el 4cido cafeico. El &cido p-cumérico
disminuy6 en un 3% con respecto a las hojas sin inéculo y se representa con la
sefial nimero 28. La sefial nimero 31 que representa al acido feralico tuvo un
incremento del 1% en las hojas sin indculo y el acido rosmarinico que disminuyo
en un 2% en las hojas inoculadas corresponde al pico 38. Para las sefales 8 y 21
hubo un incremento del 14 y 2% respectivamente contrario a ello las sefiales 23,
24, 27 y 32 presentaron una disminucion para las hojas en presencia del
inoculante. Por ultimo la sefial con el numero 5 se mantuvo en ambos casos.
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Tabla 7. Perfil de compuestos identificados para el cultivar Flor de Junio.

SIN CON SIN CON SIN CON SIN CON CON
INOCULO | INOCULO | INOCULO [ INOCULO | INOCULO | INOCULO | INOCULO | INOCULO | INOCULO

1 2.04 16 20 14 24 16 14 12 11 7 Acido quinico
2 2.256 10 0 0 0 0 0 0 0 0

3 3.01 4 0 0 0 0 0 0 0 0

4 3.64 3 0 0 0 0 0 0 0 0

5 4.75 0 0 23 2 6 6 7 5 0

6 4.90 19 3 0 0 0 0 0 0 0

7 21.77 0 0 0 0 0 0 1 3 0

8 22.38 0 0 5 0 10 24 0 0 0

9 22.42 0 0 11 0 0 0 0 0 0

10 22.94 0 0 0 6 0 0 0 0 0

11 22.62 9 2 0 0 0 0 0 0 0

12 22.61 0 0 0 0 0 0 21 29 4

13 23.16 0 0 0 0 0 0 1 2 6

14 23.13 0 37 0 0 0 0 0 0 0

15 23.34 6 0 0 0 0 0 0 0 0

16 23.36 0 0 2 1 0 0 0 0 0

17 23.56 0 0 2 5 0 0 2 4 0 Acido clorogénico
18 23.53 0 0 0 0 0 0 0 0 7

19 23.69 0 13 0 0 0 0 0 0 0

20 24.05 0 0 0 0 0 2 1 1 3 Acido cafeico
21 24.34 0 0 0 0 3 5 2 4 0

22 24.45 0 13 0 0 0 0 0 0 0

23 24.61 0 0 0 0 8 7 7 8 0

24 24.88 0 0 1 3 10 7 2 3 0

25 25.05 0 0 0 3 0 0 7 8 0

26 25.18 0 13 0 0 0 0 0 0 0

27 25.26 0 0 4 4 17 16 25 7 0

28 25.47 0 0 2 3 4 1 4 2 0 Acido p-cumérico
29 25.67 0 0 12 20 0 0 0 0 8

30 25.67 0 0 0 0 0 0 1 3 0

31 26.26 0 0 0 0 2 3 0 0 0 Acido fertlico
32 26.68 0 0 3 5 16 9 8 11 6

33 26.63 0 0 5 8 0 0 0 0 0

34 27.18 0 0 9 7 0 0 0 0 0

35 27.56 33 0 0 0 0 0 0 0 6

36 27.86 0 0 0 0 0 0 0 0 24

37 28.51 0 0 0 0 0 0 0 0 5

38 28.71 0 0 0 0 7 5 0 0 0 Acido rosmarinico
39 29.85 0 0 8 10 0 0 0 0 7

40 30.61 0 0 0 0 0 0 0 0 9

41 34.19 0 0 0 0 0 0 0 0 8
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Las hojas en etapa R8 presentaron 15 compuestos, de los cuales se identificaron
4. La sefial numero 1 corresponde, al igual que en los demas tejidos, al acido
quinico con un 12% para las hojas sin inéculo y un 11% para las hojas en
presencia del inoculante. El acido clorogénico presenta un incremento del 2% en
las hojas con inoculante y corresponde a la sefial numero 17. La sefal 20 que
representa al acido cafeico se mantuvo sin modificaciones y el &cido p-cumérico
corresponde a la sefial 28 el cual disminuyé 2% en las hojas inoculadas. Las
sefales restantes no se lograron identificar pero si hubo cambios entre las hojas
sin inoculo y las inoculadas. Las sefiales 5 y 27 tuvieron una disminucion para las
hojas en presencia del inoculante mientras que los picos 7, 12, 13, 21, 23, 24, 25,
30 y 32 tuvieron un incremento entre 1-8%. Las vainas con inéculo mostraron en
total 13 compuestos. Las sefales 1, 18, 29, 35, 36, 37, 39, 40 y 41 absorben a una
longitud de onda de 250 nm. El acido quinico es el Unico compuesto que se
identifico en las vainas. Por otra parte los compuestos representados por las
sefales 12, 13, 20 y 32 absorben a una longitud de onda de 320. La sefial nUmero
20 corresponde al acido cafeico. (Tabla 7).

Para el cultivar Negro Querétaro se identificaron 42 compuestos en total y no
todos se encuentran presentes en todos los tejidos analizados. La raiz en etapa
R9 present6 13 compuestos de los cuales hasta el momento se tiene identificado
al acido quinico. El acido quinico corresponde a la sefial nimero 2 con 5% para
aquella sin in6culo y 6% con inoculante. Las doce sefiales restantes no se han
identificado y corresponden a los numeros 1, 9, 17 y 22 con una importante
disminucién, contrario a ello las sefiales 12, 13, 15, 23, 24 y 37 mostraron un
incremento, ambos casos en las hojas inoculadas. Las sefiales numero 10y 19 no
mostraron cambios. Para las vainas en etapa R8 se lograron identificar 3
compuestos de los 9 que se presentaron. La sefial 2 correspondiente al &cido
quinico con un 13% en las vainas sin inéculo y un 5% para el tratamiento. La sefial
namero 3 es el acido dihidroxibenzoico con un 10% para aquellas sin indculo y un
3% para las inoculadas. El &cido hidroxibenzoico correspondiente a la sefial
namero 8 con un 1% para las vainas sin in6culo y un 3% para las vainas
inoculadas. La sefial niumero 5 no se ha identificado pero presenta un incremento
importante del 29%. Los compuestos representados por las sefiales 10, 17, 24, 25
y 30 por el contrario disminuyeron, ambos casos para las vainas en presencia del
inoculante.

En el tallo etapa R6 se identificaron 4 compuestos de los 13 que se presentaron.
La sefial correspondiente al nimero 2 con un 28% para el tallo sin indculo y un
18% para el tallo con indculo corresponde al acido quinico. La sefial nimero 16
con un 6% para aquel sin indculo y un 5% para el tallo en presencia del inoculante
es el acido clorogénico. La sefial 28 y 29 con un 4% y 5% se encuentran solo en el
tallo con inoculante y corresponden a los acidos p-cumarico y ferdlico
respectivamente. Las sefales 4, 6, 11, 21, 30 y 41 tuvieron una disminucién en
presencia del inoculante, mientras que los compuestos representados por las
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sefales 35 y 36 solo se encuentran presentes en el tallo con inéculo y la sefal
namero 17 que mantiene un 13% para ambos casos. Finalmente las hojas en
etapa R6 presentaron el mayor numero de compuestos. Se identificaron 6 de los
20 que presentan. El 4cido quinico corresponde a la sefial nimero 2 con un 11%
para las hojas sin in6culo y un 19% para las hojas con inoculante. La sefial
ndamero 8 con tan solo 0.05% para aquellas sin in6culo y un 0.09% para el
tratamiento corresponde al &cido hidroxibenzoico. El acido clorogénico con un
0.5% para las hojas sin indculo y un 0.9% para las hojas sin indculo se encuentra
en la sefial nimero 16. La sefial numero 20 incrementé un 2% en las hojas con
inoculante y corresponde al acido cafeico. El &cido p-cumarico se mantuvo en 1%
en ambos casos y corresponde a la sefial nUmero 28. La ultima sefial identificada
es la numero 29 y se trata del acido ferulico. Las sefiales que presentaron un
incremento en las hojas con inoculante son los namero 6, 7, 14, 18 y 34, efecto
contrario, es decir una disminucion, fue para los compuestos con los nimeros de
sefales 26, 27, 31, 33, 38, 39, 40 y 42. La sefial nimero 32 se mantuvo sin ningdn
cambio (Tabla 8)
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Tabla 8. Perfil de compuestos identificados para el cultivar Negro Querétaro.

SIN CON SIN CON SIN CON SIN CON

INOCULO | INOCULO | INOCULO | INOCULO | INOCULO | INOCULO | INOCULO | INOCULO
1 1.77 4 3
2 2.05 5 6 13 5 28 18 11 19 Acido quinico
3 2:39 0 0 10 3 0 0 0 0 dihickonhonzoico
4 2.52 0 0 0 0 4 6 0 0
5 4.8 0 0 50 79 0 0 0 0
6 5.26 0 0 0 0 9 4 2 3
7 14.41 0 0 0 0 0 0 8 13
8 1573 0 0 1 3 0 0 0.05 009 | . Ao
9 22.42 4 3 0 0 0 0 0 0
10 22.69 2 2 2 1 0 0 0 0
11 22.96 0 0 0 0 7 6 0 0
12 23.05 9 10 0 0 0 0 0 0
13 23.13 15 16 0 0 0 0 0 0
14 23.24 0 0 0 0 0 0 7 12.0
15 23.36 3 5 0 0 0 0 0 0
16 23.69 0 0 0 6 5 0.5 0.9 Acido clorogénico
17 23.81 18 13 3 1 13 13 0 0
18 23.85 0 0 0 0 0 0 1 2
19 24.04 3 3 0 0 0 0 0 0
20 24.06 0 0 0 0 0 0 1 3 Acido cafeico
21 24.97 0 0 0 0 6 5 0 0
22 24.44 13 11 0 0 0 0 0 0
23 24.63 3 5 0 0 0 0 0 0
24 25.14 15 16 3 1 0 0 0 0
25 25.65 0 0 10 4 0 0 0 0
26 25.04 0 0 0 0 0 0 3 2
27 25.4 0 0 0 0 0 0 10 7
28 25.78 0 0 0 0 0 4 1 1 Acido p-cumérico
29 26.09 0 0 0 0 0 5 7 3 Acido fertlico
30 26.52 0 0 9 4 21 16 0 0
31 26.63 0 0 0 0 0 0 9 6
32 27.03 0 0 0 0 0 0 2 2
33 27.31 0 0 0 0 0 0 3 2
34 27.54 0 0 0 0 0 0 2 4
35 27.89 0 0 0 0 0 7 0 0
36 28.14 0 0 0 0 0 4 0 0
37 28.47 5 8 0 0 0 0 0 0
38 29.88 0 0 0 0 0 0 7 3
39 30.52 0 0 0 0 0 0 12 7
40 31.27 0 0 0 0 0 0 5 4
41 31.98 0 0 0 0 8 6 0 0
42 34.5 0 0 0 0 0 0 8 4
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8.0 DISCUSION DE RESULTADOS

Los fenoles son compuestos quimicos con al menos un anillo aromatico que
contiene uno o mas grupos hidroxilo (Harborne. 1980). Sin embargo también son
un grupo importante de metabolitos secundarios los cuales se consideran
compuestos que no tienen un papel fundamental en el mantenimiento de los
procesos vitales en la planta pero que son importantes para que interactie con su
entorno para adaptarse y defenderse, por lo que confieren una clara ventaja de
supervivencia. La sintesis de metabolitos secundarios depende en gran medida de
la fase fisioldgica y de desarrollo de la planta (Ramakrishna y Ravishankar. 2011).
Lo anterior coincide con los resultados obtenidos ya que se observa que en las 5
etapas analizadas la concentracion de fenoles totales es diferente (Fig. 3). La
etapa correspondiente a la semilla en proceso de germinacion (VO) la
concentracion de fenoles totales es de 2.0 mg EAG/g para el cultivar Negro
Querétaro y 1.0 mg EAG/g para Flor de Junio. La semilla madura presenta 4.0 y
3.0 mg EAG/g en Negro Querétaro y Flor de Junio respectivamente. Lo anterior no
coincide con Davila. et al. (2015) quienes argumentan un incremento de
compuestos fendlicos durante el proceso de germinacion. En otro estudio
realizado por Diaz-Batalla. et al. (2006) observan un incremento de quercetina,
acido vainillico, acido p-cumarico y acido ferulico en germinados principalmente de
variedades negras. La actividad antioxidante para esta etapa sin embargo es
estadisticamente igual a la semilla por el método de DPPH en ambos cultivares
(Fig. B1) y ABTS solo en Flor de Junio (Fig. Al). En los tejidos también se observo
diferente concentracion de compuestos fendlicos. La raiz es el tejido en el que se
encontrd la menor concentraciéon de fenoles totales en todas las etapas analizadas
a pesar de que su funcién ademas de soporte y toma de agua y nutrientes también
es la de exudar compuestos de diferente naturaleza con funciones especificas.
Existe una gran diversidad estructural en los exudados de la raiz que van desde
moléculas relativamente  sencillas hasta moléculas mas complejas
estructuralmente como los flavonoides (Oliveros Bastidas A. de J. et al. 2009). Los
flavonoides, especificamente en este tejido ayudan a establecer el fenbmeno de
simbiosis con el género Rhizobium (Quinto C. y Cardenas L. 2011).

La sintesis de compuestos fendlicos se da principalmente en las hojas y
posteriormente son transportados a otros érganos Y tejidos por lo que el contenido
de fenoles totales en las hojas es mayor que en los demas tejidos (Oziyigit. 2008).
Con lo anterior se puede explicar la razén por la cual en todas las etapas
analizadas las hojas son el tejido con mayor concentracion de compuestos
fendlicos, a excepcién de la etapa R9 en donde la vaina contiene mayor
concentracion de compuestos fendlicos que las hojas. Las concentraciones de las
compuestos fendlicos en las hojas ademas son estadisticamente igual a la semilla
en las etapas R8 (Fig. A3) y R9 (Fig. 5) en ambos cultivares y en la etapa R6
Gnicamente en el cultivar Flor de Junio (Fig. 4). Los tejidos como la raiz y el tallo
en general tienen menor concentracion de compuestos fendlicos y menor
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capacidad antioxidante comparados con la semilla. Con relacion a este
comportamiento se ha reportado ademas que la inducciébn de compuestos
fendlicos por la luz UV y las diversas actividades fisiolégicas mediadas por los
polifenoles producen un aumento de la concentracion de los mismos durante la
formacion del brote y la etapa de desarrollo temprano de las hojas. Ademas, las
hojas son el principal tejido expuesto a las diversas condiciones ambientales. Las
radiaciones solares y la radiacion UV en particular no solo estimulan sino también
inducen la sintesis de novo de muchos compuestos fendlicos. La exposicion a
rayos UV-B causa temporalmente cambios en las concentraciones fendlicas de las
células epidérmicas de las plantas (Lavola. 1998). La concentracion de
compuestos fenolicos en las hojas es estadisticamente menor en comparacion con
la semilla en las etapas V3 (Fig. A2) en ambos cultivares. Sin embargo, la
actividad antioxidante es igual a la semilla en el cultivar Negro Querétaro y mas
del doble en el cultivar Flor de Junio en los métodos de ABTS y FRAP. La
actividad antioxidante en la etapa R6 de las hojas es superior a la actividad de la
semilla en ABTS (Fig. 6), FRAP (Fig. 10) y DPPH (Fig. 8) a pesar de que la
concentracion de compuestos fendlicos es superior en la semilla para el cultivar
Negro Querétaro e igual en Flor de Junio (Fig. 4). La concentracion de fenoles
totales en las hojas de la etapa R8 es igual que la concentracion de la semilla (Fig.
A3). Las hojas para el cultivar Negro Querétaro en la etapa R9 presentan menor
concentracion de fenoles en comparacion a la que presenta la semilla. Por otra
parte, la concentracion de fenoles en las hojas del cultivar Flor De Junio es igual a
la semilla (Fig. 5). Sin embargo, la actividad antioxidante sigue siendo mayor en
las hojas que en la semilla en ambas etapas por los tres métodos probados para
ambos cultivares. Con lo anterior podemos mencionar que la diferencia radica en
la variedad estructural dentro de un mismo grupo que a su vez ocasiona perfiles
metabdlicos diferentes entre especies, entre los miembros de una poblacion y
entre los diferentes érganos de la planta, lo cual es parte de la adaptacion de la
planta (Jiménez. et al. 2003). Los compuestos fendlicos tienen una importante
actividad antioxidante. Los flavonoides son un grupo importante de compuestos
fendlicos, los cuales tienen cominmente una estructura genérica que consiste en
dos anillos aromaticos (anillos Ay B) y un anillo heterociclico oxigenado o anillo C
(Liu. 2004) unidos por 3 carbonos (Fig. 15). Los flavonoides difieren en las
disposiciones de los grupos laterales hidroxilo, metoxi y glicosidico y en la
conjugacion entre los anillos A y B (Hammerstone. et al. 2000). La variedad
estructural que esta presente en cada tejido modifica la actividad antioxidante de
los flavonoides in vitro ya que depende de la disposicion espacial de grupos
funcionales sobre la estructura nuclear y es tal vez un determinante mas
importante que el esqueleto de flavan solo. La capacidad de eliminar los radicales
libres se le atribuye principalmente a los sustituyentes hidroxilo principalmente
aguellos del anillo B los cuales donan hidrégeno y un electron a los radicales
hidroxilo, peroxilo y peroxinitrito, estabilizdndolos y dando lugar a un radical
flavonoide relativamente estable. Ademas la presencia de la estructura 3°4" de
catecol sobre el anillo B aumenta fuertemente la inhibicién de la peroxidaciéon de
lipidos. Por ejemplo la luteolina tiene mayor capacidad antioxidante que el
kaempferol, ambos tienen las configuraciones de los grupos hidroxilo idénticas,
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pero el kaempferol carece del catecol en el anillo B. Ademas la capacidad
antioxidante de los flavonoides est4d dada por la presencia de un 3-OH libre y la
conjugacion por parte de los anillos aromaticos. La presencia de un grupo hidroxilo
en la posiciébn 3 en conjunto con el 3’4" de catecol han sido reportados con 10
veces mayor actividad que aquellos que solo presentan uno de los dos. La
presencia del 3-OH le confiere la caracteristica de planar a la molécula lo cual
permite la conjugacion, la dislocacion de los electrones y por lo tanto mayor
estabilidad. La ausencia de este 3-OH confiere cierto grado de torsion a la
molécula con lo que se anula la coplanaridad y la conjugacién, comprometiendo
asi la capacidad antioxidante (Heim. et al. 2002). Otra caracteristica de la
variabilidad estructural es la presencia o ausencia de una insaturacion entre los
carbonos 2-3 en conjugacion con un grupo carbonilo en el carbono 4. Los
flavonoides con dichas caracteristicas presentan valores de ICso inferiores,
indicando de esta manera una fuerte actividad antioxidante (Heim. et al. 2002). Tal
es el caso de la quercetina y taxifolina, el primero tiene mayor capacidad de
reducir el hierro (Ratty y Das. 1988), ambas estructuras tienen el grupo carbonilo
pero la taxifolina esta saturada entre los carbonos 2 y 3. La presencia de
carbohidratos es otra caracteristica que disminuye la actividad antioxidante de los
flavonoides, asi la capacidad antioxidante disminuye a medida que aumentan los
restos glucosidicos. Contrario a ello el aumento del grado de polimerizacion
aumenta la eficacia de las procianidinas frente a una diversidad de especies
radicales (Heim. et al. 2002).

Figura 15. Estructura general de los flavonoides.

Los tejidos de ambos cultivares muestran por tanto diferencias entre si en la
capacidad antioxidante por los tres métodos probados. El método de FRAP se
basa en el principio de que los antioxidantes son sustancias capaces de reducir el
ion férrico al estado ferroso, por tanto, es un método que no evalla la capacidad
neutralizadora de radicales libres de la muestra estudiada, sino su capacidad
reductora por transferencia de electrones, a diferencia de los métodos de ABTS y
DPPH los cuales evaltan la capacidad de la muestra para neutralizar radicales
libres modelo. EI DPPH es un radical libre soluble en metanol que es neutralizado
mediante un mecanismo de transferencia de hidrégeno, principalmente, solo
puede disolverse en medio organico por lo que mide preferentemente la capacidad
antioxidante de compuestos poco polares. Por otra parte, el ABTS, también
conocido en la literatura cientifica como el método TEAC (Capacidad antioxidante
en equivalentes de trolox, por sus siglas en inglés) es generado tras una reaccion
que puede ser quimica (dioxido de manganeso, persulfato potasio, ABAP),
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enzimatica (peroxidasa, mioglobina) o electroquimica y su mecanismo de
neutralizacion es principalmente por transferencia de electrones. Mediante este
método se puede medir la actividad de compuestos hidrofilicos y lipofilicos
(Mercado. et al. 2013). Con lo anterior podemos mencionar que la diferencia en la
actividad antioxidante en los tejidos de ambos cultivares, ademas de la estructura
de los compuestos también radica en la cantidad de compuestos hidrofilicos y
lipofilicos que se puedan presentar ya que por el método de DPPH no presentaron
diferencias en actividad en ambos cultivares, la diferencia se present6 al analizar
las muestras con los métodos de FRAP y ABTS.

El estrés oxidativo se ha relacionado ampliamente con diversas enfermedades
cronico-degenerativas entre las que podemos incluir el cancer por lo que el
aumento de las defensas antioxidantes mediante la ingesta de fitoquimicos en
frutas y verduras puede reducir o retrasar la oxidacion del ADN y afectar a las vias
de transduccién de sefiales celulares que controlan la proliferacion celular y la
apoptosis (Liu. 2013). Hemos demostrado que la planta de frijol es rica en
compuestos fenolicos con potente actividad antioxidante, incluso mejor que la
semilla, por lo que los compuestos fendlicos provenientes de los tejidos podrian
ser Util en la prevencion y/o tratamiento de dichas enfermedades. Los compuestos
fendlicos provenientes de la semilla tienen efecto citotéxico en contra de una
amplia gama de lineas celulares cancerosas entre las que podemos citar de colon,
mama, higado, etc., por lo que una vez establecido el cancer podrian fungir como
agentes terapéuticos. Los diferentes tejidos de la planta de frijol tienen una fuerte
actividad citotoxica comparables con la actividad de la semilla en ambos
cultivares. El intervalo de concentraciones para Flor de Junio esta entre 1.6-4.5
pug/mL (Tabla 5). En el cultivar Negro Querétaro se encuentra en 1.5-2.8 pg/mL
(Tabla 6), concentraciones que estan muy por debajo de las reportadas para las
semillas de algunas leguminosas como la Soya, de 17.5 mg/mL y la lenteja de
18.2 mg/mL (Zia-ul-hag M. et al. 2013), o incluso la semilla de frijol de algunos
cultivares como el Negro Tolosana el cual se encuentra en 1.706 mg/mL (L6pez.
et al. 2013). La actividad citotéxica de todos los tejidos se le atribuye a los
compuestos fendlicos, hecho que corroboramos al determinar la ClLso de los
estandares utilizados para la identificacion de los compuestos presentes en los
tejidos (Anexo H). La CLso de todos los tejidos es muy similar en ambos cultivares.
Sin embargo el tiempo en el que se logra el 50% de muerte varia en todas las
etapas analizadas. Los tejidos como la raiz y el tallo que no mostraron mayor
actividad antioxidante en comparacion con la semilla, si muestran mayor
capacidad citotdxica en etapa V3 para ambos cultivares y en etapa R6 so6lo en el
cultivar Flor de Junio observando su tiempo de accion 10 minutos menos en
comparacion con la semilla. Todos los tejidos de la etapa R8 (raiz, tallo, hojas y
vainas) tienen igual capacidad citotéxica que la semilla en el cultivar Negro
Querétaro mientras que en el cultivar Flor de Junio solo el tallo tiene la misma
capacidad que la semilla. En la etapa R9 incrementan los tiempos para todos los
tejidos. Martinez. et al. (2001) determinaron la inhibicion del crecimiento de la linea
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de melanoma murino B16F10 por diferentes compuestos polifendlicos como la
hesperetina, el eriodictiol, 7,3'-dimetilnesperetina, tangeretina, luteonina y
quercetina. En este estudio observaron que en la linea celular de melanoma no
hay correlacion entre la efectividad de los flavonoides empleados y su actividad
antioxidante o captadora de radicales libres. A diferencia de la actividad
antioxidante, la estructura de catecol en el anillo B, es insuficiente para inhibir la
proliferacion celular de la linea cancerosa. Sin embargo, la presencia de varios
grupos metoxi en el esqueleto del flavonoide, que reduce significativamente su
accion antioxidante, aumenta la accién antiproliferativa sobre B16F10. Estudios
previos sefialan ademas que la posicion, el nimero y la sustitucion de los grupos
hidroxilos en los anillos A y B, asi como la saturacion en el enlace C2-C3, pueden
ser factores importantes que aumentan las actividades citotoxicas o
antiproliferativas de los flavonoides (Huang, et al. 1994).

La diferencia en la composicion de los tejidos de ambos cultivares se observa con
el analisis que se realiz6 por medio de HPLC. Se encontraron un total de 41
compuestos en el cultivar Flor de Junio y 42 en Negro Querétaro (Tabla 7 y 8). Sin
embargo no todos los tejidos presentaron los mismos compuestos. La raiz
muestra compuestos que absorben a 250 nm (Fig. F4 y G3). La mayoria de los
compuestos presentes en las hojas tienen un patréon de absorcion a 320 nm (Fig.
F1 y G1) mientras que el tallo presenta compuestos que absorben a ambas
longitudes de onda (Fig. F2 y G3). Las hojas en etapa R6 son el tejido que
presentaron mayor nimero de compuestos en el cultivar Negro Querétaro. Se
encontraron un total de 20 compuestos de los cuales de acuerdo a la mezcla de
estdndares utilizada se identificaron 6 compuestos: el &acido quinico,
hidroxibenzoico, clorogénico, cafeico, cumarico y ferudlico, todos los compuestos
encontrados en este tejido absorben a una longitud de onda de 320 nm a
excepcion del acido quinico el cual absorbe a 250 nm. Por otra parte el tejido con
menos compuestos encontrados se observo en la vaina etapa R8 ya que solo se
encontraron 9 compuestos y se identificaron 2: el &cido quinico y el &cido
hidroxibenzoico. A diferencia de las hojas los compuestos presentes en este tejido
absorben a 250 nm, con lo cual podemos decir que no se tratan de los mismos
compuestos. En el cultivar Flor de Junio de los tejidos analizados el tallo en etapa
V3 presentd el mayor nimero de compuestos, un total de 16, identificados 3, el
acido quinico, clorogénico y p- cumarico. Ademas, el tallo presenta compuestos a
ambas longitudes de onda. Como se puede observar la composicion de
compuestos fenodlicos presentes varia no solo entre los tejidos, el perfil entre
cultivares también es diferente, lo cual es parte de la estrategia de adaptacion de
la planta a su medio ambiente, ya que se sabe que a un microorganismo patdogeno
0 a insectos y vertebrados herbivoros les resulta mas dificil infectar o alimentarse
de una poblacion de plantas que individualmente contienen mezclas diferentes de
metabolitos secundarios que aquellas en las que las mezclas son homogéneas.
Las concentraciones de metabolitos secundarios dependen fuertemente de las
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condiciones de crecimiento y tienen un impacto en las vias metabdlicas
responsables de la acumulacion de los productos naturales relacionados
(Ramakrishna y Ravishankar. 2011). El estrés ambiental como el ataque de
patégenos, la radiacibn UV, las heridas, las deficiencias de nutrientes, la
temperatura y el tratamiento con herbicidas a menudo aumentan la acumulacion
de fenilpropanoides. La exposicion a la sequia o el estrés salino causa muchas
reacciones comunes en las plantas, entre las que podemos citar la acumulacion
de metabolitos secundarios. El estrés nutricional también tiene un marcado efecto
sobre los niveles fenodlicos en los tejidos vegetales, deficiencias en nitrégeno,
fosforo, potasio azufre y magnesio influyen directamente en la sintesis de estos
compuestos (Dixon y Paiva. 1995). Por lo tanto los metabolitos secundarios
confieren proteccidn contra el estrés abidtico. Adicionalmente se ha reportado que
los microorganismos de la rizosfera influyen en el perfil de metabolitos secundarios
de las plantas. Actualmente se han empleado muchos de estos microorganismos
denominados promotores del crecimiento o PGPR por sus siglas en inglés para
incrementar la sintesis de metabolitos secundarios. En nuestro modelo de estudio
la presencia del inoculante Arthrobacter agilis UMCV2 incrementé en un 50% la
concentracion de compuestos fendlicos, principalmente en las hojas del cultivar
Negro Querétaro en etapa R6 (Fig. 4) y en las vainas en etapa R9 en el cultivar
Flor de Junio (Fig. 5). El incremento de los compuestos se confirmé mediante el
andlisis por HPLC. En las hojas con indculo del frijol Negro Querétaro en etapa R6
compuestos como el &cido quinico increment6 en un 8% y el acido cafeico en un
2%. Los compuestos que no se lograron identificar, representados por las sefales
namero 6, 7, 14, 18 y 34 (Tabla 8) presentaron un incremento significativo. Lo
anterior nos lleva a pensar que probablemente sean los compuestos responsables
de incrementar la actividad antioxidante. El incremento de compuestos fendlicos
se reflej6 en la actividad antioxidante total de estos tejidos, donde se pudo
observar que las hojas en etapa R6 en presencia del inoculante del cultivar Negro
Querétaro por los tres métodos analizados tienen mayor capacidad antioxidante
qgue la semilla (Anexo E1). En el caso del cultivar Flor de Junio las vainas en etapa
R9 en presencia del inoculante tienen mayor capacidad antioxidante que la semilla
(Anexo E2). La actividad antioxidante y citotoxica de los diferentes tejidos de la
planta de frijol representan una fuerte alterna a la semilla. Lo cual es una
aportacion muy importante ya que las vainas en la etapa R9 no se le da ningun
uso después de haber retirado la semilla. Por otra parte se podrian retirar las hojas
en la etapa R6 para extraccion de los compuestos fendlicos sin llegar a evitar el
objetivo que es la obtencion de la semilla.
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9.0 CONCLUSION

La planta de frijol es una fuente importante de compuestos fendlicos con potente
actividad antioxidante y citotoxica, las cuales ademas se incrementan con la
inoculacion de Arthrobacter agilis UMCV2. Las hojas en etapa R6 y vainas secas

representan tejidos alternos a la semilla para la extraccion de compuestos
fendlicos.
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10. ADENDUM

10.1. Actividad antimicrobiana

Los fenoles también se han caracterizado por su potencial antimicrobiano. Los
compuestos fendlicos de las semillas de tres leguminosas Cicer arietinum
(garbanzo), Cajanus cajan (frijol de palo) y Vigna radiata (soja verde) fueron
probados contra cuatro bacterias diferentes B. cereus MTCC 470, S. aureus ATCC
6538P, E. coli JIM109 y P. flourescens ost-5. Las bacterias presentaron diferente
susceptibilidad frente a cada extracto, efecto que se le puede atribuir al perfil
diferencial de compuestos para cada uno. Los extractos de garbanzo y frijol de
palo inhibieron completamente el crecimiento de B. cereus MTCC 470 a
concentraciones de fenoles de 0.1% y 0.2% (Kanatt. et al. 2011).

En otro estudio se determind la actividad antimicrobiana de los extractos
metandlicos de cinco variedades de frijol: Frijol Negro Plus, Negro Zacatecas,
Negro Jamapa, Azufrado y Pinto Saltillo, contra las bacterias B. subitilis, B. cereus,
S. aureus, L. monocytogenes, Y. enterocolitica, E. coli, K. pneumoniae, K.
rinhoscleromatis, S. typhi, S. dysenteriae y E. agglomerans. Los autores concluyen
gue las tendencias observadas por los extractos son diferentes frente a cada
bacteria, sin embargo la mayor actividad antimicrobiana se observo contra S. typhi
(Ariza Ortega. et al. 2013).

El empleo de la semilla ha sido ampliamente explorado sin embargo la leguminosa
Parkia clappertoniana también mostré efecto antimicrobiano en tejidos diferentes
como la raiz, el tallo y las hojas a concentraciones de 5, 10 y 15% de compuestos
fendlicos contra tres bacterias E. coli, S. aureus y P. aeruginosa. Los extractos
presentaron actividad antimicrobiana contra todos los aislados bacterianos
(Adeshina. et al. 2009).

10.2 Determinacion de actividad antimicrobiana. Las bacterias que se
emplearon son: Serratia sp., E. coli QFB, S. aureus QFB las cuales se consideran
patdgenas y E. coli pLysS BL21 (DE3) no patogénica. Las bacterias se crecieron
en medio liquido por 24 h para posteriormente colocar 100 puL en placas
conteniendo medio solido y sembrarlas en tapete. Para evaluar la capacidad
antimicrobiana de los extractos se colocaron 10 pL de estos extractos en discos de
papel filtro. Como control negativo se utiliz6 metanol al 50% y como control
positivo un antibiético de amplio espectro (amikacina 125 pg/ mL). Una vez
colocados los extractos y controles se procedi6é a incubar las bacterias a 37°C para
E. coli, S. aureus y 25°C para Serratia sp., E. coli pLysS BL21 (DE3). Después de
24 h se midieron los halos de inhibicion los cuales se reportaron en milimetros.
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10.3 Resultados de la actividad antimicrobiana.

Los extractos crudos de todos los tejidos muestran diferente capacidad
antimicrobiana pero muy similar a la semilla. En la variedad Flor de Junio la raiz
sin in6culo en etapa R8 y el geminado con inoculante con 8.1 y 8.0 mm,
respectivamente presentan mayor halo de inhibicion con Serratia sp a diferencia
de los demas tejidos. El tallo con inoculante en R8 presenta la menor actividad con
6.5 mm de inhibicién. Para E. coli pLysS BL21 (DE3) no patogénica los tejidos con
mejor inhibicion son el germinado en presencia del inoculante seguido por la raiz
sin inoculo en etapa R9. El tejido con menor actividad es el tallo con inoculante en
etapa R8. Por otra parte para S. aureus clinica los extractos control muestran muy
poca inhibicion, no asi para las semillas y las vainas provenientes de las plantas
inoculadas ya que muestran la mejor actividad. Las hojas sin in6culo en V3
muestran la menor actividad. Los tejidos de raiz en R6 y las vainas en R9
inoculadas muestran la mejor inhibicién contra la bacteria E. coli clinica mientras
gue las hojas control en V3 y el tallo con tratamiento en R8 representan los tejidos
con menor inhibicion (Tabla 9).

Los milimetros de inhibiciobn en los tejidos del cultivar Negro Querétaro se
observan menores a los del cultivar Flor de Junio. En Serratia sp. la mejor
inhibicion se presenta con el germinado inoculado el cual alcanz6 un valor de 7.8
mm de inhibicién. La raiz sin inoculante en etapa R6 presenta la menor inhibicién
con 6.2 mm. El tallo en R6 sin in6éculo muestra la mejor actividad antimicrobiana.
Sin embargo, el germinado en presencia del inoculante presenta valores similares.
La raiz sin inoculante en etapa R6 no tiene actividad para E. coli pLysS BL21
(DE3). La bacteria S. aureus clinica y E. coli clinica muestran mayor resistencia a
los extractos probados. Las semillas sin inéculo (R9) con tan solo 7 mm de
inhibicién son el tejido con mejor actividad seguido de las hojas control en R6 con
6.9 mm. La menor actividad se presenta en la raiz en etapa V3 y las vainas en R8
en presencia del inoculante para S. aureus clinica. Las semillas inoculadas
presentan la mejor inhibicion para E. coli clinica con 7.2 mm seguido por el
germinado sin in6culo donde se observa una inhibicion de 7.1 mm. Por el contrario
las hojas y el tallo sin inoculante en etapa R8 presentan la inhibicion mas baja con
tan solo 6.3 mm de inhibicion (Tabla 10).
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Tabla 9. Actividad antimicrobiana de los extractos metanélicos del cultivar Flor de Junio
con las diferentes bacterias. Los halos de inhibicion se reportan en milimetros. MF
ANOVA, Tukey a=0.05, n=12, letras denotan diferencias significativas por bacteria.

VO Germinado | 7.5+ 0.5 abcde 8.0+05a VO Germinado | 7.1+ 0.5 abcde 7.7+04a
Raiz 6.9 + 0.8 cdefg 6.8 + 0.4 degh Raiz 7.0 £ 1.1 abcdef 6.7 £ 0.3 cdef
V3 Tallo 7.0 + 0.6 bcdefg 6.7 £ 0.4 efg V3 Tallo 7.4 +£0.9 abcd 6.7 £ 0.5 cdef
Hojas 6.9 + 0.3 cdefg 6.8 £ 0.5 cefg Hojas 7.1 £ 0.3 abcdef 7.0 £ 0.4 abcdef
Raiz 7.3 £ 0.6 abcdef 7.4 £ 0.6 abcdef Raiz 7.5+0.9 abc 7.3 +0.6 abcd
R6 Tallo 7.5 £ 0.8 abcdef 7.3 £ 0.5 abcdefg R6 Tallo 6.6 £ 0.5 def 6.4+ 0.6 ef
Hojas 7.4 £ 0.4 abcdef 7.3 £ 0.5 abcdefg Hojas 7.1 £ 0.8 abcdef 7.2 £0.5 abcde
Raiz 8.1+0.7a 6.7+ 0.7 fg Raiz 7.4 +£0.2 abcd 7.2 +0.3 abcde
Tallo 79+0.4ab 6.5+04 g Tallo 7.3 £ 0.5 abcde 6.3+05f
Re Hojas 7.4 + 0.7 abcdefg 7.7+ 0.5 abd R8 Hojas 7.1+ 0.6 abcdef 7.1+ 0.5 abcde
Vainas 79+0.6ab 7.1 £ 0.4 bedefg Vainas 7.6 +£0.7 abc 7.0 £ 0.3 abcdef
Raiz 7.7 £ 0.6 abcd 6.9 + 0.4 cdefg Raiz 7.7+0.6 ab 6.8 + 0.3 bedef
Tallo 7.6 £ 0.8 abcdef 7.0 £ 0.5 bedefg Tallo 7.5+0.7 abc 7.1 £ 0.5 abcdef
R9 Hojas 7.4 + 0.8 abcdef 7.2 + 0.4 abcdefg R9 Hojas 7.1+ 0.5 abcdef 7.6 £ 0.5 abc
Vainas 6.8 £ 0.3 cdefg 7.3 £ 0.4 abcdefg Vainas 7.0 £ 0.0 abcdef 7.4+ 0.4 abcd
Semillas 7.2 £ 0.3 abcdefg 7.7+£0.4 abd Semillas 7.0 £ 0.0 abcdef 7.1 £ 0.4 abcdef

VO | Germinado | g7 + 0.5 bedef 6.7 £ 0.5 bedef VO | Germinado | 6.5+ 0.6 bc 6.9 0.6 abc
Raiz 6.6 + 0.5 bedefg 6.2+0.3fg Raiz 6.9 0.8 abc 6.8 + 0.6 abc
V3 Tallo 6.4 + 0.6 cdefg 6.3+0.3fg V3 Tallo 6.6 +0.6 bc 6.8 + 0.3 abc
Hojas 60+0g 6.5 + 0.5 cdefg Hojas 6.3+04c 7.2+0.4ab
Raiz 6.9 + 0.5 bcde 7.2+0.2ab Raiz 6.5+ 0.6 bc 7.4+06a
R6 Tallo 6.4 + 0.4 cdefg 6.3 +0.5 efg R6 Tallo 6.9 + 0.4 abc 6.9 +0.4 abc
Hojas 6.7 + 0.3 bedefg 7.0 +0.4 abc Hojas 6.7 + 0.3 abc 6.8 + 0.3 abc
Raiz 6.5+0.4cdefg | 6.6+0.2 bedefg Raiz 6.7 + 0.8 abc 6.6 +0.2 bc
- Tallo 6.3 + 0.4 defg 6.5 + 0.0 cdefg RS Tallo 6.4+0.5 be 6.3+0.2¢c
Hojas 6.2 0.3 fg 6.8 + 0.3 bedef Hojas 6.8 + 0.3 abc 6.5+ 0.4 be
Vainas | 6.7+0.4bcdefg | 6.7 +0.3 bedef Vainas 6.7 + 0.5 abc 6.9+ 0.2 abc
Raiz 6.4+05cdefg | 6.6+0.2 bedefg Raiz 7.2+0.8ab 6.9+ 0.2 abc
Tallo 6.4 + 0.4 cdefg 6.9 + 0.3 bede Tallo 6.9 + 0.4 abc 7.0+ 0.4 abc
R9 Hojas 6.7 + 0.3 bedefg 6.9 + 0.3 abcd R9 Hojas 6.8 + 0.2 abc 7.2+0.4ab
Vainas 6.8 + 0.3 bedef 76+08a Vainas 6.9+ 0.3 abc 74+05a
Semillas 7.1+0.2 abc 76+04a Semillas 6.8 + 0.3 abc 7.2+04ab




Tabla 10. Actividad antimicrobiana de los extractos metandlicos del cultivar Negro
Querétaro con las diferentes bacterias. Los halos de inhibicion se reportan en milimetros.
MF ANOVA, Tukey a=0.05, n=12, letras denotan diferencias significativas por bacteria.

VO Germinado 7.1+0.3 abcd 78+10a VO Germinado 7.2+0.4 abc 7.4+ 0.6ab
Raiz 7.3+0.9 abc 6.7 £ 0.3 bed Raiz 7.0+0.7 abc 73+11lab

V3 Tallo 7.3+1.2abc 7.1 +0.6 abcd V3 Tallo 75+09a 6.8 + 0.4 abcd
Hojas 7.4+0.6 abc 7.4+0.7 abc Hojas 7.2+ 0.5abc 7.4+0.2ab

Raiz 6.2+0.2d 7.0+1.2 abcd Raiz 6.0+0.1d 7.1+1.0abc

R6 Tallo 7.6 £0.5ab 7.1+ 0.7abcd R6 Tallo 7.3+04ab 6.7 + 0.4 abcd
Hojas 7.4+0.5 abc 6.7 £ 0.7 abcd Hojas 7.0+ 1.0 abc 6.3+0.4cd

Raiz 7.2+0.4 abc 6.8 +0.3 abcd Raiz 7.0 + 0.4abc 6.7 + 0.5 abcd

RS Tallo 6.8 = 0.6 bcd 6.7 = 0.4 abcd RS Tallo 6.6 £ 0.4 bcd 6.8 + 0.4 abcd

Hojas 7.1+0.6 abc 6.9 £ 0.8 abcd Hojas 6.9+ 0.4 abc 6.7 £ 0.6 abcd

Vainas 75+0.6ab 6.4+0.4cd Vainas 6.8 + 0.3 abcd 6.6 + 0.5 abcd

Raiz 7.0 £ 0.4 abcd 6.7 £ 0.3 abcd Raiz 6.9 +0.2 abc 7.0+0.0 abc

Tallo 7.4+0.4 abc 6.8 + 0.3 abcd Tallo 6.7 + 0.7abcd 6.8 + 0.3 abcd

R9 Hojas 7.1+0.4 abcd 6.7 £ 0.4 bcd R9 Hojas 6.7 £ 0.7abcd 6.9+0.2 abc
Vainas 7.1 +0.4 abcd 6.6 £ 0.3 bcd Vainas 6.8 + 0.4 abcd 7.1+0.5 abc
Semillas 7.4+05ab 7.0 £0.4 abcd Semillas 7.2+0.5abc 7.3x0.5ab

VO | Germinado| §7+0.3 abc 6.3 + 0.4 abc VO | Germinado | 71+02ab 6.9 + 0.7 abcd
Raiz 6.4 + 0.6 abc 6.1+02¢ Raiz 6.7 + 0.7 abed 6.4+ 0.5 bed
V3 Tallo 6.3 + 0.4 abc 6.3 + 0.5 abc V3 Tallo 6.7 + 0.8 abcd 7.0 +0.4 abc
Hojas 6.6 + 0.9 abc 6.4 + 0.4 abc Hojas 6.6 0.4 abcd 6.4+ 0.5 bed
Raiz 6.2 +0.3 bc 6.8 + 0.8 abc Raiz 6.5 + 0.0 bed 6.9 + 0.4 abcd
R6 Tallo 6.4 + 0.6 abc 6.6 + 0.2 abc R6 Tallo 6.8 + 0.4 abcd 6.5 * 0.4 abcd
Hojas 6.9+0.7a 6.5 + 0.4 abc Hojas 6.8 + 0.6 abcd 6.4 + 0.5 bed
Raiz 6.7+ 0.4 abc 6.5+ 0.3 abc Raiz 6.6 + 0.5 abcd 6.5+ 0.0 abcd
- Tallo 6.6 + 0.5 abc 6.4 +0.3 abc RS Tallo 6.3+0.4d 6.5 + 0.3 abcd
Hojas 6.6 + 0.6 abc 6.5 + 0.3 abc Hojas 6.3£0.4d 6.3+0.3 cd
Vainas 6.6 + 0.5 abc 6.1£0.2¢c Vainas 6.6 + 0.6 abcd 6.4 +0.2 bed
Raiz 6.7+ 0.4 abc 6.6 + 0.2 abc Raiz 6.8 + 0.3 abcd 6.7 + 0.3 abcd
Tallo 6.7 + 0.3 abc 6.5 + 0.0 abc Tallo 6.8 + 0.3 abcd 6.7 + 0.3 abcd
R9 Hojas 6.7 + 0.3 abc 6.5 + 0.0 abc R9 Hojas 6.5 + 0.3 abcd 6.6 + 0.2 abcd
Vainas 6.9+0.2 ab 6.6 + 0.2 abc Vainas 6.7 + 0.3 abcd 6.7 + 0.3 abcd
Semillas 70+04a 6.9+0.2ab Semillas | 6.7 + 0.3 abcd 7.2+0.6a
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ANEXO A. CONTENIDO DE FENOLES TOTALES

Fenoles totales mg EAG/g
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Figura Al. Contenido de fenoles totales en etapa V0. Tukey a=0.05, n=4; barra= SD, *
denota diferencias significativas por cultivar con respecto a la semilla, + denota diferencias
significativas entre tejidos respecto al inéculo por cultivar.
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Figura A2. Contenido de fenoles totales en etapa V3. Tukey a=0.05, n=4; barra= SD, *
denota diferencias significativas por cultivar con respecto a la semilla, + denota diferencias
significativas entre tejidos respecto al inéculo por cultivar.
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Fenoles totales mg EAG/g
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Figura A3. Etapa R8. Tukey a=0.05, n=4; barra= SD, * denota diferencias significativas por
cultivar con respecto a la semilla, + denota diferencias significativas entre tejidos respecto
al inéculo por cultivar.
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ANEXO B. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE ABTS
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Figura B1. Etapa VO. Tukey a=0.05, n=4; barra= SD, * denota diferencias significativas por
cultivar con respecto a la semilla, + denota diferencias significativas entre tejidos respecto
al inéculo por cultivar.
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Figura B2. Actividad de los tejidos en etapa V3. Tukey a=0.05, n=4; barra= SD, * denota
diferencias significativas por cultivar con respecto a la semilla, + denota diferencias
significativas entre tejidos respecto al inéculo por cultivar.

63



600

a
o
o

400

300

200

Equivalentes uM de Trolox/mL

-
o
o

semilla raiz  tallo hojas vainas|semilla raiz tallo hojas vainas

Negro Querétaro Flor de Junio

B Sinin6culo ®BConinbculo

Figura B3. Actividad de los tejidos en etapa R8 Tukey a=0.05, n=4; barra= SD, * denota
diferencias significativas por cultivar con respecto a la semilla, + denota diferencias
significativas entre tejidos respecto al inéculo por cultivar.
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ANEXO C. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DPPH
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Figura C1. Etapa VO en el cultivar Flor de Junio. Tukey a=0.05, n=4; barra= SD, * denota
diferencias significativas por cultivar con respecto a la semilla, + denota diferencias
significativas entre tejidos respecto al inéculo por cultivar.
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Figura C2. La Capacidad antioxidante de todos los tejidos en etapa V3. Tukey a=0.05,
n=4; barra= SD, * denota diferencias significativas por cultivar con respecto a la semilla, +
denota diferencias significativas entre tejidos respecto al indculo por cultivar.
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Figura C3. La Capacidad antioxidante etapa R8. Tukey a=0.05, n=4; barra= SD, * denota
diferencias significativas por cultivar con respecto a la semilla, + denota diferencias
significativas entre tejidos respecto al indculo por cultivar.
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ANEXO D. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE FRAP
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Figura D1. Etapa V0. Tukey a=0.05, n=4; barra= SD, * denota diferencias significativas
por cultivar con respecto a la semilla, + denota diferencias significativas entre tejidos
respecto al in6culo por cultivar.
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Figura D2. La Capacidad antioxidante etapa V3. Tukey a=0.05, n=4; barra= SD, * denota
diferencias significativas por cultivar con respecto a la semilla, + denota diferencias
significativas entre tejidos respecto al inéculo por cultivar.
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Figura D3. La Capacidad antioxidante etapa R8. Tukey a=0.05, n=4; barra= SD, * denota
diferencias significativas por cultivar con respecto a la semilla, + denota diferencias
significativas entre tejidos respecto al inéculo por cultivar.
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ANEXO E. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL EN TEJIDOS DE LOS

CULTIVARES.
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Figura E1. Actividad antioxidante total de las hojas en etapa R6.
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Figura E2. Actividad antioxidante total de las vainas en etapa R9.
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ANEXO F. CROMATOGRAMAS OBTENIDOS POR HPLC EN EL CULTIVAR
NEGRO QUERETARO
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Figura F1. Cromatogramas de las hojas en etapa R6 del cultivar Negro Querétaro. A)
Hojas sin inéculo a 250 nm. B) Hojas sin inéculo a 320 nm. C) Hojas con in6culo a 250 nm

D) Hojas con inéculo a 320 nm.
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MWD1 B, Sig=250,16 Ref=360,100 (SARAFNCTM1R6.D)
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Figura F2. Cromatogramas del tallo en etapa R6 del cultivar Negro Querétaro. A) Tallo sin
indculo a 280 nm. B) Tallo sin indculo a 320 nm. C) Tallo con in6culo a 250 nm D) Tallo
con inéculo a 320 nm.
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MWD1 B, Sig=250,16 Ref=360,100 (SARA\FNCVM1RS.D)
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Figura F3. Cromatogramas de las vainas en etapa R8 del cultivar Negro Querétaro. A)
Vainas sin inéculo a 250 nm. B) Vainas sin inéculo a 280 nm. C) Vainas con indculo a 250
nm D) Vainas con in6culo a 280 nm.
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Figura F4. Cromatogramas de la raiz en etapa R9 del cultivar Negro Querétaro. A) Raiz
sin indculo a 250 nm. B) Raiz con inéculo a 250 nm.
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ANEXO G. CROMATOGRAMAS OBTENIDOS POR HPLC EN EL CULTIVAR
FLOR DE JUNIO
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Figura G1. Cromatogramas de las hojas en etapa R6 del cultivar Flor de Junio. A) Hojas
sin in6culo a 250 nm. B) Hojas sin indculo a 320 nm. C) Hojas con inéculo a 250 nm D)
Hojas con in6culo a 320 nm.
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Figura G2. Cromatogramas de las hojas en etapa R8 del cultivar Flor de Junio. A) Hojas
sin in6culo a 250 nm. B) Hojas sin indculo a 320 nm. C) Hojas con inéculo a 250 nm D)
Hojas con in6culo a 320 nm.
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Figura G3. Cromatogramas del tallo en etapa V3 del cultivar Flor de Junio. A) Tallo sin
indculo a 250 nm. B) Tallo sin in6culo a 280 nm. C) Tallo sin in6culo a 320 nm D) Tallo
con indculo a 2500 nm. E) Tallo con inéculo a 280 nm. F) Tallo con inéculo a 320 nm.
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MWD1 B, Sig=250, 16 Rei=360,100 (SARAFJCRM1V3.D)
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Figura G4. Cromatogramas de la raiz en etapa V3 del cultivar Flor de Junio. A) Raiz sin
in6culo a 250 nm. B) Raiz con in6culo a 250 nm.
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Figura G5. Cromatogramas de las vainas en etapa R9 del cultivar Flor de Junio. A) Vainas
con inéculo a 250 nm. B) Vainas con inéculo a 320 nm.
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ANEXO H. CAPACIDAD CITOTOXICA DE LA MEZCLA DE ESTANDARES

Acido cafeico
1000 y = -0.0992x + 98.718
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Figura H1. Regresion lineal a los 40 minutos, en el cual se ilustra el procedimiento
realizado para el calculo de CLso en base al mejor valor de R2.
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