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Resumen

RESUMEN.

Este trabajo es una contribucién mas al estudio de las 14 variedades de papa comerciales
Solanum tuberosum que se cultivan en México y que fueron proporcionadas por el INIFAP
(Instituto Nacional de Investigacion Forestal Agricola y Pecuario). De los cultivos en México el de
la papa ocupa el sexto lugar en importancia como alimento de consumo del pueblo, después del
de maiz, el frijol y el chile, sin embargo la papa contiene un gran valor agregado ya que tiene el
mayor valor nutricional por unidad de superficie cosechada que muchos otros cultivos, posee

proteina de buena calidad con alto contenido de lisina.

Al analizar el contenido de lectinas e inhibidores de tripsina de 14 variedades de papa
durante periodos prolongados de almacenamiento, se determiné la existencia de diferencias
significativas tanto para tiempos como para variedades en ambos andlisis. En el caso de
inhibidores de tripsina los valores mas altos se presentaron en las papas recién cosechadas,
disminuyendo a medida que transcurria el tiempo de almacenamiento. De manera contraria para
el caso de lectinas en donde se observé como tendencia general un incremento al aumentar los

dias de almacenaje, marcando la diferencia a partir de los 60 dias de almacenaje.

Las variedades mexicanas Rosita y Tollocan fueron las mas parecidas en los contenidos y
comportamiento de la variedad importada Alpha, tanto en el incremento del contenido de lectinas
conforme transcurri6 el tiempo de almacenaje, asi como en la disminucion de unidades de
tripsina inhibida. Por lo que se sugiere que sean estas tres las variedades que valdria seguir

estudiando, ya que ademas son las variedades que mas se cosechan a la fecha.



Introduccion

1. INTRODUCCION.

El constante crecimiento de la poblacién mundial y la preocupante disminucion de la
superficie cultivable constituyen el mayor reto al que se enfrenta la agricultura en la
actualidad, ademas del mal manejo poscosecha de cultivos hortofruticolas debido a los
problemas de almacenamiento, por lo que se considera que las variedades mejoradas
genéticamente seran la forma mas confiable y ambientalmente méas aceptable para

garantizar las futuras cosechas del mundo’.

La papa Solanum tuberosum L., pertenece a la familia Solanacea, este tubérculo se
caracteriza por su elevado contenido de carbohidratos y aproximadamente un 2% de
proteina de buena calidad, ocupa el sexto lugar en importancia como alimento del pueblo
mexicano. Mas de mil millones de personas en el mundo consumen papa (de este total, mas
de la mitad son habitantes de paises en desarrollo) lo anterior, aunado a la creciente
demanda de alimentos y a la falta de métodos para conservar adecuadamente grandes
volumenes de papa, ha incrementado el interés por buscar nuevos métodos de conservacion

para evitar la mayor cantidad de pérdidas tanto fisicas como biolégicas'.

Las perspectivas que se tienen tanto de producciéon de papa, asi como los incrementos de
consumo a nivel mundial son muy halagadoras, por lo que la investigacion se vuelve cada
vez mas importante. Existe evidencia cientifica de que se encuentran presentes lectinas e
inhibidores de tripsina, dos importantes factores antinutricionales en la papa, pero no se
conoce si ocurren cambios durante su almacenamiento, por lo que en este trabajo se da a
conocer el comportamiento de estos factores antinutricionales, analizandose 14 variedades a 4
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Introduccién

diferentes tiempos de almacenaje simulando el tiempo que se tardaria para llegar al consumidor

final.

En relacion a las variedades de papa sembradas en México se debe hacer notar que el 64%
de la superficie se siembra con variedades extranjeras entre las que destacan: Alpha (40%
de la superficie nacional), Atlantic (7%), Mondial (5%) y Gigant (5%). Las variedades
mexicanas que se siembran en el 36% de la superficie sobresalen: Rosita (15%), Marciana
(6%), Tollocan (6%) y San José (5%). Las variedades mexicanas antes mencionadas aunque
no se encuentran inscritas en programas de certificacion se siembran en el centro del pais,
por su resistencia al tizon tardio. México esta obligado a mejorar la productividad que
actualmente es de 20 ton/ha y poder competir con los Estados Unidos que es de 36 ton/ha y

Canada de 27 ton/ha>*.

Por lo tanto, resulta relevante evaluar los cambios ocurridos durante el almacenamiento
prolongado en el contenido de lectinas e inhibidores de tripsina de 14 variedades mejoradas
de papa generadas y proporcionadas por el INIFAP, 13 de ellas mexicanas y una variedad
de papa importada (Alpha). Tomando criterios de comparacion basados en caracteristicas

conocidas de las 14 variedades para hacer mas especifico el estudio.

Otro parametro de importancia sobre el contenido de factores antinutricionales como las
lectinas e inhibidores de tripsina, es que posiblemente tienen como funciones inhibir la
actividad de patégenos, aumentando asi los rendimientos, dando una resistencia a la

enfermedad conocida como tizén tardio, provocada por el hongo Phytophtora infestans.



Justificacion

JUSTIFICACION.

Actualmente y desde un punto de vista socio-econémico la papa es un cultivo muy
importante en México, ya que genera fuentes de empleo tanto en la actividad productiva (4
millones de jornales para las labores del campo), como en el sector industrial (15% de la
produccion nacional). Debido a que existe evidencia cientifica sobre un comportamiento
distinto que presentan las diferentes variedades de papa en estudio y ante la falta de
informacién sobre las variedades comerciales utilizadas en México, se analizaron las 14
variedades de papa en cuanto a contenidos de inhibidores de tripsina y hemaglutininas en
relacion con algunas caracteristicas generales, generando criterios de comparacién
especificos y que se consideran de importancia para encontrar diferencias o igualdades entre

las principales variedades mexicanas y la variedad Alpha.

Se consider6 de importancia estudiar lo que sucede con los factores antinutricionales de las
14 variedades mejoradas simulando el tiempo que tardarian en llegar al consumidor final,
teniendo claro que la meta de esta técnica siempre sera obtener variedades con cualidades
superiores de los productos sembrados hasta ese momento, mejorar la calidad, rendimiento,
resistencia, etc, de las 13 variedades mexicanas con respecto a la papa Alpha, variedad

importada.



Obijetivos

2. OBJETIVOS.

Objetivo General.

2.1 Mediante monitoreo mensual, analizar los cambios ocurridos en los comportamientos
de hemaglutininas e inhibidores de tripsina de las 14 variedades de papa Solanum
tuberosum durante 90 dias de almacenamiento, para complementar un estudio

académico de estas variedades.

Objetivos Particulares:

2.1.1. Conocer los contenidos tanto de inhibidores de tripsina como de lectinas de cada

una de las 14 variedades.

2.1.2. Determinar el efecto del tiempo de almacenamiento de las 14 variedades en
estudio, en cuanto a los dos factores antinutricionales, y definir el lapso de tiempo
optimo para mantener sin diferencias significativas los contenidos de ambos

factores.

2.1.3. Establecer si estos factores antinutricionales pudieran estar ausentes en algunas

variedades o muy incrementadas en otras.

2.1.4. Determinar si existe diferencia significativa en relacion a estos dos factores
antinutricionales entre la variedad Alpha y algunas de las variedades nacionales

que el INIFAP mantiene en estudio, a los diferentes tiempos.
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2.1.5. Determinar cuales de las 13 variedades nacionales se parecen mas a los
contenidos de lectinas e inhibidores de tripsina de la variedad Alpha, relacionando
criterios de comparacion de importancia agrico — econémica, para hacer mas

especificas las comparaciones.



Antecedentes

3. ANTECEDENTES.

3.1 Generalidades de la papa.

De acuerdo a los datos proporcionados por la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural
(SAGAR), la superficie nacional sembrada con papa en 1998 fue de 62,635 hectareas con
un rendimiento nacional medio de 20.6 toneladas por hectarea, por lo que se estima que el
consumo per capita de papa en México en 1998 fue de 12.8 kilogramos. Los principales
estados productores de papa por superficie sembrada son: Sinaloa, Edo. de México,
Chihuahua, Puebla, Michoacan, Veracruz, Guanajuato, Sonora, Nuevo Ledn, Tlaxcala y
Coahuila. La regién centro de México (Puebla, Tlaxcala, Edo. de México, Hidalgo y Veracruz)
tiene un rendimiento promedio de 13.8 ton/ha y es el mas bajo de las regiones productoras
del pais. En estos estados se siembra el 35.3% de la superficie nacional, sin embargo, solo
aportan el 23.7% de la produccion total, entre los factores que influyen para obtener bajos
rendimientos en esta regién se pueden mencionar la falta de semilla de buena calidad, el
clima propicio para el desarrollo de enfermedades (principalmente al tizon tardio) y el bajo
nivel econémico y tecnolégico de los productores. Pero aun asi se ha incrementado la
produccion y rendimiento de papa lo cual puede ser atribuido al aumento en la disponibilidad
de semillas certificadas, al mejoramiento de las técnicas agricolas, a la aceptacion del
consumidor, asi como un mayor aprovechamiento de agua y principalmente debido al
empleo de nuevas variedades mejoradas. Los paises que utilizan la papa como alimento

basico son Inglaterra, Holanda, Alemania y Suecia'?.
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3.1.1 Importancia del cultivo de papa.

La papa bajo condiciones apropiadas de medio ambiente, abono y suelo, presenta un mayor
contenido de nutrientes que los cereales. Esta sigue en importancia a la soya, la cual ocupa
el primer lugar en rendimiento de proteinas por hectarea, sin embargo, en cuanto a kilos de

produccion por hectérea, la papa proporciona mayor rendimiento que la soya.

La papa crece en 71% de los paises en el mundo, en donde los tubérculos representan
cerca del 47% del total de las cosechas producidas. Es la cuarta cosecha mas importante
después del trigo, maiz y arroz en toneladas globales producidas, el primer lugar en
rendimiento y el sexto en superficie. Con base a la calidad proteica para consumo humano,
la papa puede alimentar a mas gente por unidad de area que cualquier otro cultivo

alimenticio®>.

3.1.2. Situacion del cultivo de papa.

La papa es un cultivo ampliamente distribuido en todo el mundo, sin embargo la mayor parte
de la produccion esta concentrada en las regiones templadas de los paises industrializados
(Europa, Ex Union Soviética, Estados Unidos). La produccién de papa en el mundo es de
275.4 millones ton/afio en una superficie de 18.1 millones ha, de las cuales en México se
siembran 62,272 ha y se producen 1.2 millones ton/afio, por lo que el rendimiento promedio
mundial es de 15 ton /ha y en México es de 17-20 ton/ha. A continuacién se presentan los

principales estados productores en México con sus rendimientos de papa promedio.
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Tabla No.1 Principales estados mexicanos productores de papa con rendimientos promedio.

Estado Produccion Total Superficie Total Rendimiento promedio
(ton) (ha) (ton/ha)

Sinaloa 242,074 9,101 27

Edo. de México 151,819 8,400 18
Michoacan 124,461 5,058 25
Guanajuato 104,535 4,413 24
Chihuahua 103,792 6,868 15
Nuevo Leén 94,833 2,734 35
Sonora 90,733 3,775 24
Jalisco 69,312 2,335 30
Coahuila 66,883 2,012 33
Puebla 62,586 5,838 11
Veracruz 40,848 4,102 10
Tlaxcala 34,934 2,648 13
Zacatecas 29,404 826 36
Chiapas 15,739 1,369 11
Hidalgo 14,126 1,000 14
Aguascalientes 8,369 337 25
Otros 26,437 1,458 18
Total / Promedio 1'280,885 62,272 20.6

Fuente: SAGAR, 1998 °.

Como se puede observar el rendimiento promedio solamente del estado de Zacatecas es
igual al de algunos de los paises a nivel mundial con mayor rendimiento como el de Estados
Unidos (36 ton/ha), Francia (35 ton/ha), Alemania (33 ton/ha), o bien el rendimiento de
Holanda(42 ton/ha), Bélgica (42 ton/ha), que puede compararse con los rendimientos de los

estados de Nuevo Leén (35 ton/ha) y de Coahuila (33 ton/ha).
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En Reino Unido, India y Estados Unidos consumen de un 65-90% de la produccion como
alimento, y una cantidad pequefia es usada con fines industriales, es decir, como productos
elaborados por la industria: Almidén, glucosa y dextrinas por ejemplo. La produccion mundial

de almiddn de papa es de aproximadamente dos millones de toneladas.’

La papa es un cultivo que se siembra en regiones con diferentes condiciones climaticas, sin
embargo los mayores rendimientos se obtienen en zonas con climas templados. Las
condiciones climaticas que se tienen durante la temporada primavera-verano (temperaturas
media durante la época de desarrollo menores de 25 °C) en regiones ubicadas entre los 30 y
55° de latitud, son las condiciones adecuadas para la produccién de la especie S.

tuberosum, especie comercial mas extensamente sembrada en el mundo.

3.1.3 Historia del cultivo.

La papa es originaria de las partes frias de las montafias de América del Sur (Andes), de
donde se extendio en el siglo XVI hacia Europa y posteriormente (en el siglo XVIII) hacia las
colonias europeas en Norte América, Africa del sur y Australia. En afios mas recientes el
cultivo de la papa se ha extendido y ha llegado a ser importante en regiones con climas
menos frios de America Central, Chile, Argentina, Uruguay, Africa del norte, India, etc. Se
desconoce la fecha exacta del descubrimiento de la papa, pero se sabe gracias a las
“Cronicas Espafriolas del Peru” de Pedro Cieca de Ledn, publicadas en 1560, de la existencia
de tubérculos de papa utilizados en la alimentacién del pueblo peruano, el cual ya la
cultivaba muchos afios atras alrededor de 200 afios D.C., en las regiones de Puno y del

Lago Titicaca.
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La parte central de México se considera como un lugar de origen de especies de papa
silvestre que se caracterizan por su resistencia al tizon tardio. Se sabe que la primera region
en México donde se introdujo, fue la de Bimbaletes y Jesus Maria del estado de

Aguascalientes, de donde paso al municipio de Ledn Guanajuato, en el afio de 1884."?

3.1.4 Morfologia y anatomia de la papa:

La planta de la papa Solanum tuberosum es una planta anual, herbacea, de la familia
Solanaceae, dicotiledénea por su parte aérea. Se le podria considerar como una planta
potencialmente perenne, por su habilidad para producirse vegetativamente por medio de
tubérculos, es frondosa y de 0.3 - 1 m de altura. Los tubérculos se encuentran como
pedunculos subterraneos, produciéndose nuevos setos a partir de ellos. Posee un tallo
principal y a veces varios tallos, son de seccion angular 35 Como se puede ver en la

Fig.No.1, en que se muestran las principales partes de la planta de papa.

Tallo. Este es herbaceo y erecto, consta de periodos de crecimiento rapido, posteriormente
viene un periodo de semi o total abatimiento. Morfolégicamente, la planta tiene una altura de
0.6 a 1.5 m. El tallo aéreo que puede ser ramificado es generalmente hueco y triangular en
seccion transversal, son de color verde o purpura; tiene alas rectas u onduladas, la parte
basal es redonda y sdlida. El tallo se considera principal si crece directamente del tubérculo
y a las ramas laterales de éste se les denomina tallo secundario. Cuando un tallo
secundario sale del tallo principal, muy cerca del tubérculo, la formacién del estolon y del

tubérculo son similares a la del tallo principal.
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Raiz. Las plantas que provienen de semilla sexual desarrollan raices delgadas de donde
salen las radiculas laterales de 25 a 50 cm, y 90 cm, de profundidad, las plantas que crecen
directamente de tubérculo desarrollan raices adventicias en los nudos del tallo y un sistema
radical a una profundidad de 40 a 50 cm. La planta posee un sistema radicular fibroso muy

ramificado.?®

Hojas. Las hojas son compuestas y lisas, estan formadas de 3 a 4 pares de hojas ovaladas.
Consisten de una peciolo con foliolo terminal, foliolos laterales secundarios y a veces
terciarios intersticiales. Se encuentran en forma de espiral y alterna, los pediculos son
semicirculares, convexos del lado inferior y ligeramente concavas del lado superior. Aunque
el numero depende de la variedad, normalmente hay de 3 a 4 pares de hojitas ovales
alargadas, normalmente las hojas secundarias son mas pequefias que las que van creciendo

a partir de las primarias.

Tubérculos. Morfolégicamente la papa (tubérculo) es un pedunculo carnoso subterraneo
modificado para el almacenamiento de almidén, con produccién de yemas axilares
protegidos por hojas escamosas. Estas yemas se presentan principalmente en tubérculos
jovenes, pero no brotan hasta fases posteriores de crecimiento del tubérculo.

El estolon aparece comparativamente temprano durante el crecimiento de la planta,
normalmente una semana o 10 dias después de que la planta ha aparecido. Bajo
condiciones normales de crecimiento el estoldon puede alcanzar en un inicio 10 cm de altura,
sin embargo, estos pueden variar de 2.5 cm a 5.0 cm o0 mas para el caso de variedades
cultivadas. Las primeras indicaciones de que el tubérculo se estd formando son las

protuberancias al final de los estolones.
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Figura 2. Anatomia del tubérculo de papa.

Como se observa en la Figura 2, la parte exterior del tubérculo se encuentra protegido por la
epidermis o peridermo, la cual consiste de 6 a 10 capas de células suberizadas. El color de
la epidermis varia de amarillo claro a café purpura dependiendo de la variedad, de la
concentracion de antocianinas en el peridermo y en la corteza periférica, en la mayoria de
los casos se debe a caracteristicas genéticas que se emplean para identificar a una

variedad. %*

La cantidad de orificios encontrados en el peridermo, facilita el intercambio de gases y la
entrada de agentes patégenos. En el interior del peridermo esta la corteza parénquima en la
cual el material de reserva es almacenado en forma de granulos de almidén. Los rayos

medulares corren del peddnculo a las yemas.
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La familia Solanaceae, incluye cerca de 75 géneros y 200 especies de hierbas y pequefios
arbustos distribuidos en el tropico asi como en regiones templadas alrededor del mundo.
Wittmack considera a México como el lugar de origen de las papas silvestres encontradas
actualmente.®

Clasificacién Boténica °:

Reino Vegetal

Divisién Espermatofitae
Subdivision Angiospermae
Clase Dicotiledoneae
Orden Tubiflorae
Familia Solanaceae
Género Solanum
Especie tuberosum

3.1.5 Requerimientos agricolas y ecolégicos.

El cultivo se desarrolla muy bien en suelos arenosos con buen drenaje y una estructura
suelta que permita el crecimiento de raices y tubérculos, sin embargo las producciones
también pueden ser altas en suelos arcillosos. El cultivo requiere de suelos de profundidad
mayor a 30 cm., la papa es sensible a suelos compactados, es moderadamente tolerante a

la salinidad y requiere de mas de 2% de materia organica para una éptima produccién.

Las principales zonas productoras de papa de temporal se encuentran distribuidas a lo largo
del eje Neovolcanico en los estados de Veracruz, México, Puebla y Tlaxcala, en estos
lugares el clima es propicio para la produccién de papa, la pendiente para el cultivo de la
papa es de 0.0 a 4.0% para muy buena productividad, de 4.1 a 8.0% para mediana y mayor

al 8.0% para una baja productividad.
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En la regién centro, las temperaturas mas adecuadas para el desarrollo del cultivo de la
papa se obtienen en las sierras y valles altos. La temperatura del aire tiene un efecto sobre
el periodo del crecimiento del cultivo, la cual es variable de acuerdo a la etapa de desarrollo.
Para obtener altos rendimientos de papa se requieren temperaturas medias entre 17 y 18 °C
con maximas no mayores de 23 °C. La oscilacién térmica 6ptima para el cultivo fluctua de 10
a 25 °C. La temperatura del suelo 6ptima para la produccién de tubérculos debe ser de 10 a

16 °C por la noche y de 16 a 22 °C durante el dia.

3.1.6. Composicién quimica y valor nutritivo.

La composicién quimica de la papa varia dependiendo de la variedad, de la regién, de la
practica de cultivo, del estado de madurez y de las condiciones de almacenamiento. En la
tabla No. 2 se muestra la composicién quimica promedio de la papa, en donde el 80% de la
composicion es humedad, siendo los carbohidratos el segundo componente en importancia y

llegando a un 2% de proteina, como tercer componente de importancia.

Hidratos de carbono. Los hidratos de carbono son la parte mas importante de la

materia seca, las tres cuartas partes estan constituidas de almidon.
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Tabla No.2 Composicién quimica de la papa’.

Nutrimento g/100g
Humedad 80
Fibra 0.5-15
Hidratos de Carbono 17.5
Proteina 2.0
Grasa 0.1

Ac. Linoléico 0.03
Minerales mg/100g
Calcio 13
Hierro 2.7
Magnesio 21
Sodio 6
Potasio 543
Zinc 0.39
Vitaminas mg/100g
Acido Ascorbico 15-20
Tiamina 0.07
Riboflavina 0.03
Niacina 1.1
Piridoxina 0.26
Acido Félico 13
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Almidén.  Esta sustancia de reserva se forma en el tubérculo a partir de glucosa, la
cual es fabricada por las hojas bajo el efecto de la fotosintesis, sin embargo tambien puede
convertirse en glucosa via enzimatica. En el tubérculo existe un equilibrio almidon / azucares
solubles (sacarosa, fructosa, glucosa) variable en el ciclo vegetativo y durante el periodo de
conservacion. De los hidratos de carbono el almidén es el mas abundante en la papa (16-
29% en base humeda) constituye el 60-80% de materia seca, esta compuesto de amilosa y

amilopectina en una relacion 3:1. El almiddn de la papa gelatiniza aproximadamente a 70°C.

Azicares. El contenido total de azlcares va de 0.1% a 0.7% estando asociado al
estado de madurez y germinacién. Los azucares presentes en mayor proporcion son
esencialmente la sacarosa y azlcares reductores (glucosa y fructosa), contiene ademas
cantidades traza de melobiosa, rafinosa, estaquiosa, glicerol y galactinol que también han
sido identificados. Los azlcares se producen en el tubérculo en pequenas cantidades, son
muy importantes en el color de los productos transformados como: deshidratados, cocidos o
. fritos y juegan un papel importante en el sabor de éstos. La coloracién es debida a un
obscurecimiento enzimatico. El contenido de azucares reductores esta influenciado por
numerosos factores: La variedad, grado de madurez de los tubérculos, factores retardantes
de la madurez (lluvia abundante, bajas temperaturas, fertilizacion nitrogenada excesiva)
favorecen el incremento de azicares, y la conservacion a bajas temperaturas (6-8), la tasa
de azucares reductores aumenta debido a la hidrélisis parcial del almidén por la activacion
de dos enzimas sensibles a bajas temperaturas tales como la fosfofructoquinasa vy

fosfofructotransferasa.
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También contienen polisacaridos no digeribles como celulosa, hemicelulosa, sustancias
pécticas que constituyen cerca del 1.2% en base humeda presentandose en la pared celular,
ellos ademas contribuyen a la textura final de la papa cocida y actian como fuente de fibra

dietaria.

Proteina. La papa contiene 2% en promedio de proteina en base himeda, siendo
rica en lisina comparada con la proteina de los cereales; la fraccion proteinica de la papa
esta constituida por albiminas, globulinas, prolaminas y gluteninas principalmente. Como es
natural hay diferencias entre variedades y algunas muestran elevados contenidos de
proteina y ademas altos indices de aminoéacidos esenciales. En algunas variedades se ha
observado que los aminoacidos azufrados son limitantes, mientras que en otras es la
isoleucina, en general presentan buenos contenidos de lisina y triptofano por lo que podria
ser un buen complemento para los cereales. La proteina esta concentrada mas en la corteza
y en la médula del tubérculo. Dos terceras partes de la fraccién no proteica esta compuesta
de aminoéacidos libres. La germinacion, el almacenamiento, las enfermedades y los
tratamientos con fertilizantes influyen en la concentracion de aminoacidos libres en el
tubérculo. La patatina es la proteina que se encuentra en mayor cantidad en las papas,
similar a otros polipéptidos que estan presentes en altas concentraciones asociados a
estructuras, como por ejemplo la zeina en el maiz, la viciclina en los chicharos, la faseolina

en el frijol, la patatina puede ser clasificada como proteina de almacenamiento.®®

Vitaminas y minerales. En lo que respecta las vitaminas y a los minerales, la papa
contiene cantidades substanciales de vitaminas del complejo B y C; la vitamina C esta

presente en sus dos formas oxidada y reducida. La papa recién cosechada puede contener
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hasta 20 mg. de acido ascérbico por 100g de papa, las perdidas de vitamina C ocurren
durante periodos prolongados de almacenamiento y durante el cocimiento. Las vitaminas del
grupo B comprenden tiamina, riboflavina, acido nicotinico y piridoxina; &cido folico asi como
acido pantoténico. El contenido de cenizas es de cerca del 1% en base hiumeda que es
equivalente al 4-6% en contenido de materia seca. Los elementos presentes en mayor
cantidad son los fosfatos de calcio y potasio. Otros, como boro, cobre, zinc, yodo, aluminio,

arsénico, niquel y molibdeno se encuentran en cantidades traza.

Lipidos y dcidos orgédnicos.  Aproximadamente el 0.1% de la papa en base
humeda se encuentra formada por lipidos, estos se concentran en el peridermo. Los acidos
grasos que se encuentran en mayor cantidad en la papa son el linoleico, linolénico y
palmitico. Algunos acidos organicos estan presentes en varias cantidades, estos contribuyen
al sabor asi como a la palatabilidad de las papas. La mayor cantidad de acidos organicos

que se encuentran en la papa son el citrico, oxalico, fumarico, malico.

Enzimas y pigmentos. E| tubérculo de papa contiene numerosos sistemas
enzimaticos que constituyen una proporcion considerable de la proteina total, entre estas se
encuentran la amilasa, glioxalasa, fosforilasa, tirosinasa (cataliza la decoloracién enzimatica
en las papas), catalasa, aldehidrasa, peroxidasa, polifenoloxidasa, dehidrogenasa, fosfatasa,
sistoamilasa, y zimohexasa. Las amilasas y fosforilasas son las responsables de la
formacién de azucares durante el almacenamiento a bajas temperaturas. El color amarillo de
la pulpa de la papa es atribuible a los carotenoides como violaxantina, luteina y lutein-5,6-

epoxido.’
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Valor nutritivo. La papa es una de las fuentes mas ricas en energia y tiene gran
capacidad para suplir la energia de cualquier otro cultivo alimenticio, provee de proteina de
buena calidad, hidratos de carbono principalmente almidén, minerales (calcio, potasio, sodio,
magnesio y hierro) y vitaminas como acido ascérbico, tiamina y riboflavina. Experimentos
han mostrado que el almidén de la papa cocida es facilmente digerible por lo que le da valor
como alimento para infantes. Se ha calculado que 100g de papa pueden suplir de un 5-7%
de los requerimientos diarios de energia y de un 10-12% del requerimiento proteico diario

para nifios de 5 a 12 afios de edad®’.

Por otro lado, se ha demostrado que la proteina de la papa tiene un valor bioldgico igual a la
proteina del frijol de soya, asi como también ha sido calculado que 100g de papa puede
suplir de 3-6% de los requerimientos diarios proteicos para un adulto dependiendo del sexo y
peso. Este alimento es importante para las personas que sufren excesos de acidez
estomacal ya que lleva a cabo una reaccién alcalina. Por otro lado, el consumo de tubérculos
con cascara es bueno por el incremento de fibra en la dieta, a demas de que también provee

mas de los elementos traza necesarios para mantener una buena salud.

3.1.7. Principales perdidas postcosecha y causas.

La papa como otros cultivos esta propensa a sufrir pérdidas postcosecha debido al continuo
metabolismo y dafos durante la cosecha y manejo; pudriciones, marchitamiento y

brotamiento durante su almacenamiento. Las principales causas de pérdidas postcosecha

son:
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a)

b)

c)

d)

e)

f)

Mancha negra interna. Puede ser causada por la deficiencia de potasio y la cosecha
mecanica puede favorecer su presencia. La susceptibilidad a la mancha negra durante el
almacenamiento esta relacionada con la pérdida de humedad en esta etapa.

Corazén negro. La aireacién inadecuada o deficiencia de oxigeno durante la
conservacion es la causa primaria de este dafio en papa, el cual esta caracterizado por
una coloracion interna que varia de gris oscura a plrpura o negra, se puede prevenir por
una adecuada ventilacion por aire.

Daiios por frio. Muchas variedades de papa son susceptibles de sufrir dafios por frio
cuando son expuestas a temperaturas de 0 a 1.1 °C. Areas rojizas a cafés o manchas
concéntricas en la pulpa de tubérculos afectados, son sintomas principales de dafios por
frio.

Dafios por calor. Este dafio es causado por‘la exposicion de papas a temperaturas
excesivamente altas en campo, durante el transporte 0 empaque; ocasionando dafios
principalmente en la epidermis por pérdida de humedad.

Daiios mecanicos. Ocurren durante la cosecha y el transporte debido a magulladuras,
golpes, cortes, entre otros. Los dafios mecanicos inducen a la formacién de alcaloides,
los dafios fisicos durante la cosecha son la causa principal de pérdidas durante el
almacenamiento.

Desarrollo de clorofila. La clorofila se desarrolla en la superficie de las papas cuando
son expuestas a la luz durante el almacenamiento, los factores que afectan la formacion
de clorofila y alcaloides incluyen la variedad, clima, madurez y gravedad especifica del
tubérculo, ademas las condiciones de almacenamiento como la temperatura, intensidad

de luz y humedad relativa.
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Enfermedades postcosecha. Las enfermedades postcosecha de la papa, en su mayoria
tienen su origen en el campo, y se manifiestan durante el almacenamiento. La enfermedad
de tizon tardio provocada por Phytophtora infestans es la de mayor incidencia y por lo
tanto la mas estudiada por el INIFAP como consecuencia de pérdidas de rendimientos. A
continuacién se presenta una lista de las principales enfermedades detectadas segun el
grado de incidencia en la papa, asi como los patdégenos que las producena'w:

Principales enfermedades post—cosech33

ENFERMEDAD RESPONSABLE
Tizén tardio Phytophthora infestans
Pudricién Blanda Erwina carotovora
Pudricién Rosa Phytophthora erythroseptica
Pudricién Seca Fusarium sp.
Mancha por Fusarium Fusarium sp.
Pudricion Acuosa Geotrichum sp.
Pudricién Café Pseudomonas solanacearum
Punto Negro Colletotrichum sp.
Pudricién Himeda Pythium utimum

Algunas otras como:
Rhizoctonia solani K., causa la costra negra, principalmente durante la primavera.
Streptomyces scabies, causa la rofia comin. Phoma sp. (gangrena) y Erwinia spp.
ocasionan la enfermedad llamada pierna negra, se puede desarrollar durante el

alamacenaje; Oospora pustulans causa la mancha de cascara y Helmintosporium

solani causa la costra plateada.

Phytophtora erythroseptica, se origina en campo y continta su desarrollo en

almacenamiento causando quemaduras y pudricién rosada. Phytophtora infestans
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ocasiona que en la parte externa de los tubérculos existan areas irregulares ligeramente

hundidas, como se puede ver en la siguiente figura,

Fig. 3. Tiz6n tardio de la papa en tubérculo®.

Como se puede ver, la cascara toma una coloracién castafio caoba o rojiza, tizon tardio es

una de las enfermedades mas importantes que presentan las papas.

3.1.8. Importancia del mejoramiento genético de la papa en México.

El mejoramiento genético de la papa en México se inicié en 1951, el objetivo fue desarrollar
variedades con resistencia al tizén tardio®. Durante los primeros afios de 1950 — 1960, se
evaluaron en México papas silvestres que siendo resistentes en EU a tizon tardio, en el Valle
de Toluca mostraron susceptibilidad al patégeno, los niveles de resistencia a tizon tardio
observados en las especies silvestres de Solanum que lograban desarrollarse, podrian

llegar a ser de gran valor practico si se transferian a variedades comerciales. Por lo anterior,

24



Antecedentes

se puede decir que se ha logrado dar resistencia contra el tizén tardio Phytophthora
infestans a ciertas variedades de papa, gracias a la resistencia de ciertas especies
silvestres de papa. A la fecha se han llevado a cabo una serie de trabajos importantes por
un gran numero de investigadores, como resultado, se han liberado 26 variedades de papa

resistentes al tizon, de estas solo 11 se cultivan en diferentes localidades de México™'".

3.1.9. Propiedades sensoriales de la papa y especificaciones fisicas.
Debido a la adaptacion de las papas a crecer en gran variedad de suelos y climas, han sido
historicamente e incluso hoy en dia considerados como uno de los tubérculos mas

importantes en muchos paises, pero se debe cumplir con las siguientes especificaciones W
= Estar bien desarrolladas, enteras, sanas, frescas, limpias, de consistencia firme

y céscara razonablemente lisa.

Tener forma caracteristica.

Estar exentas de humedad exterior anormal.

Estar practicamente libres de descomposicion o pudricion.

Estar practicamente libres de defectos de origen mecéanico, entomoldgico,

microbioldgico y genético-fisiologico.

El color de la papa varia desde el amarillo palido hasta el rojo magenta, segin

la variedad.

* » * %

3.1.10 Variedades de papa que se cultivan en México: Blancas y rojas.
En México se cultivan variedades de papas tanto blancas como rojas, a continuacién se
presentan ciertas caracteristicas de las variedades relacionadas con el preéente trabajo,

algunas de ellas ya liberadas por el INIFAP recomendadas para el centro de México®

a) Alpha (variedad blanca).
- Variedad Holandesa.
- Piel blanca, pulpa crema, ojos superficiales, forma oblonga.
- Ciclo vegetativo intermedio.
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b)

d)

Susceptible a heladas y granizo.
No es recomendable para alturas superiores a los 2800 metros.
Requiere de riegos ligeros y constantes.

Susceptible al tizén tardio

Se cultiva generalmente desde 0.0 metros hasta los 2650 metros.

Tollocan (Variedad blanca).

Variedad Mexicana.

Forma redonda achatada por los polos.

Piel blanca, pulpa amarilla ocre, ojos superficiales.
Adaptable a terrenos con suficiente humedad.
Altamente resistente al tizén tardio de la papa.
Tolerante a heladas y granizo.

Ciclo vegetativo intermedio.

Atzimba (Variedad blanca).

Variedad Mexicana.

Forma oblonga, méas pequefia que la Alpha.
Piel blanca, pulpa crema y ojos superficiales.
Resistente al tizén tardio.

Susceptible a virosis.

No tolera heladas.

Ciclo vegetativo intermedio.

Lopez (Variedad roja).

Variedad Criolla Mexicana.
Piel rojo-morado, pulpa amarilla.

Ojos profundos, forma redonda, ligeramente achatada por los polos.

Problemas con enfermedades virosas.

Se siembran en altitudes que van de los 2800 m, hasta los 4000 m.

Susceptible al tizén tardio.
Ciclo vegetativo tardio.
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e)

g)

h)

Susceptible a heladas.

Rosita.

Variedad Mexicana.

Forma redonda, ligeramente achatada por los polos.
Piel color rojo, rosado.

Tolerante a heladas y granizo.

Se puede cultivar desde los 2600 a los 3500 m.
Ciclo vegetativo tardio.

Resistente al tizén tardio.

Murca.

Variedad Mexicana.

Forma oblonga redonda.

Piel color rojo, rosado, pulpa color crema.

Se puede cultivar desde los 2600 hasta los 4000 m, preferentemente en
condiciones de temporal.

Resistente al tizon tardio y resistente al granizo y heladas.

Ciclo vegetativo tardio.

Juanita.

Variedad Mexicana.

Forma oblonga.

Piel roja, ojos semiprofundos.

Resistente al tizén tardio.

Su produccién éptima es desde 2000 a 4000 m.
Resistente a heladas.

Montsana.

Variedad mexicana.
Forma redonda.

Piel roja, pulpa color crema.
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- Resistente al tizon tardio.

- Resistente a heladas.

- Potencial de rendimiento de 20 ton/ Ha.

- Ciclo vegetativo de 150 dias en zonas altas y de 90 — 100 dias en valles.

i) Michoacan.
- Planta verde sin pigmentos.
- Ciclo vegetativo intermedio.
- Resistente a tizon tardio y poco susceptible a virosis.
- Tubérculo oblongo, piel blanca lisa con ojos superficiales.
- Piel blanca.
- Potencial de rendimiento: 30 a 40 ton /ha.

j) Nortena.
- Ciclo vegetativo de intermedio a tardio.
- Resistente a tizon tardio y poco susceptible a punta morada.
- Susceptible a pierna negra.
- Piel blanca y lisa, tubérculo eliptico con ojos superficiales.
- Rendimiento comercial: 40 a 50 ton / ha.

Ortiz sefiala que dependiendo de la variedad, define al ciclo vegetativo de la papa como
tardio cuando requiere de 120 a 180 dias entre la siembra y la cosecha, intermedio de 105 a

120 dias, y precoz entre 90 y 105 dias.™
En la siguiente tabla se muestran las variedades recomendadas para regiones con alta incidencia

a tizon tardio y por lo tanto para abaratar costos de produccion al requerir menor cantidad de

funguicidas.
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Principales caracteristicas de las variedades de papa recomendadas para regiones con alta

incidencia de tizon tardio®

Variedad Ciclo Piel Ojos Forma de Resistencia
tubérculo a Tizén

Nortefia Intermedio  Blanca Superficiales Redonda Alta
Rosita Tardio Rosada Semiprofundos Oblonga Media
Tollocan Intermedio  Blanca Superficiales Aplanada Alta

Ireri Intermedio  Blanca Superficiales Oblonga Alta
Puebla Intermedio  Roja Semiprofundos Oblonga Alta

San José Tardia Roja Semiprofundos Redonda Media
Michoacan Intermedio  Blanca Superficiales Oblonga Alta
Alpha Intermedio  Blanca Superficiales Oblonga Susceptible

3.2 Almacenaje de la papa

3.2.1 Importancia del almacenaje.

La papa para consumo generalmente se almacena en México, aunque es posible producirla
todo el afio en diferentes regiones. Después de cosechada es transportada a los lugares de
consumo y distribucion, en caso de que se almacene debe hacerse a una temperatura de
4°C, y en un lugar bien ventilado y obscuro, ya que siempre habra desprendimiento de calor
por el proceso de respiracién, si se almacenaran a temperaturas altas cerca de los 30°C
habria una acumulacién de diéxido de carbono, induciendo un dafio celular llamado
"enegrecimiento de corazén®, por lo que se recomienda hacer reacondicionados. Durante el
almacenamiento las papas pasan por los periodos de curacién, guarda o reposo y

brotacion®*.
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Periodo de curacién. Después de la cosecha sigue este lapso cuyo objetivo es el de
cicatrizar las heridas y bloquear asi la entrada a microorganismos patégenos por medio de
la formacion del peridermo, reduciendo asi perdidas de transpiracién y evaporacion. Para
lograrlo se recomienda mantener la temperatura del almacén sobre los 20°C de 1 a 3
semanas con una humedad relativa de 85% - 90%.

Periodo de guarda. Durante este periodo los tubérculos llevan a cabo cambios en su
composicién quimica como transformacion de azucares y disminucion en cantidad de acido
ascorbico. El reposo natural va desde 3 semanas hasta 3,4 y 5 meses dependiendo de la
temperatura del almacén. Se recomienda la siguiente temperatura durante el periodo de
guarda para la papa de consumo: 4° a 7°C, con una humedad relativa de 85% a 90% hasta
por 10 meses.'>™

Periodo de brotacién. Con el inicio de la brotaciéon se intensifica la respiracién por una
mayor actividad fisiolégica. A medida que los brotes se desarrollan la perdida de tubérculos

es mayor.

3.2.2 Consideraciones filsiolégicas durante el almacenanaje de papa.

La pérdida de peso total es resultado de la suma de los factores brotamiento, respiracion y
evaporacioén, probablemente estos efectos se presentan en proporciones no necesariamente
iguales. Durante el almacenamiento de papas se originan dos procesos: 1) Respiracion, el
cual utiliza azlcares para convertidos en CO, y agua y 2) Conversién de almidén en

azdcares por enzimas amiloliticas.

Respiracion. Una parte de la energia necesaria para la vida de los tubérculos durante el

almacenamiento est4 dada por la respiracion (formacién de gas carbonico y agua a partir de
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carbohidratos), lo cual produce una cantidad importante de calor. La intensidad respiratoria
de los tubérculos aumenta con la temperatura (la intensidad respiratoria es minima entre 4 y
8 °C), con las manipulaciones antes del almacenamiento y con las heridas durante la
cosecha. A 10 °C la tasa respiratoria de papas maduras es aproximadamente 4 mgkg'h™,

mientras que a 20 °C ésta se incrementa a 6 mgkg“h'1 de gas carbonico.

Transpiracién. La transpiracién se refiere a una liberaciéon importante de vapor de agua
después de la cosecha, la cual se estabiliza una vez que las condiciones de conservacion
son satisfactorias. La transpiracion es responsable del 90% de las pérdidas de peso
naturales y en ciertos casos de la marchitez de tubérculos. La intensidad de la transpiracion
depende del poder deshidratador del aire ambiental (baja humedad relativa o temperatura

elevada) y de la permeabilidad de la epidermis al vapor de agua.

Las papas se encuentran disponibles durante todo el afio. Aproximadamente el 75% de las
papas producidas en los Estados Unidos son almacenadas para su consumo posterior. En
1988, el 80.5% del total de la producciéon de papas en los Estados Unidos se utilizé para
alimentacion (30.8% se le utilizo fresca y 49.7% fue procesada). En la mayoria de los paises,
las papas son cosechadas solamente en ciertos periodos de tiempo durante el afio, teniendo
que ser almacenadas durante algunos meses’. La cosecha y sus subsecuentes procesos
de: recoleccion, clasificacion, y distribucién pueden causar dafio a los tubérculos, algunos de
los cuales pierden agua rapidamente por el proceso de evaporacion, siendo altamente
susceptibles a contaminacion microbiana. A través de adecuadas condiciones de
almacenamiento se puede prevenir; la germinacién, desarrollo de raiz, pérdida de humedad,

acumulacién de azicares y dafio por temperatura'. Durante periodos cortos de
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almacenamiento, los tubérculos se acumulan en montones (hoyos, sétanos, bodegas o
cuevas) con temperatura y humedad controlada; mientras que durante periodos largos
existen perdidas minimas de humedad y a temperaturas por debajo de los 6°C conlleva a la

formacién de azlcares reductores, siendo esto indeseable para un procesamiento posterior

14,15

3.2.3 Metabolismo durante el almacenaje.

Al almacenamiento de tubérculos de papa por periodos prolongados de tiempo se le llama
senescencia dulcificante, como resultado de la conversion de almidén a azlGcares como
sacarosa, glucosa y fructosa, teniendo un efecto inverso sobre el metabolismo glicolitico.16
Este fendmeno es causado por la pérdida progresiva de la integridad de membrana durante
el almacenamiento, el cual se correlaciona con un incremento en la saturacion de lipidos de
membrana. Esta pérdida de la integridad durante el envejecimiento de las papas también ha
sido correlacionada con el incremento de lipido-peroxidacion causada por el aumento de
radicales libres, por lo que varios sistemas antioxidantes han sido estudiados como posibles
defensas contra dichos radicales, determinando asi el dafio durante el envejecimiento.
Algunos de estos efectos han sido estudiados en papas durante largos periodos con bajas
temperaturas de almacenamiento, asi como también bajo condiciones de estrés. Dixon
identifico en los tubérculos de papa Solanum tuberosum a la fosfofructosinasa (PFK) y a la
piruvato cinasa como las enzimas claves reguladoras de la glucdlisis a bajas temperaturas,
se determiné a demdas que ambas enzimas eran labiles al frio. Se mostrd6 que en los
tubérculos maduros, hay una limitada acumulacién de azicares y que la temperatura de

almacenamiento afecta las vias del metabolismo de carbono.'®"
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3.3 Factores toxicos.

Algunos alimentos de la dieta humana, a demas de nutrimentos, contienen sustancias sin
valor nutritivo y que causan dafios en el organismo, y aunque existe discrepancia entre los
autores acerca de la clasificacion de estas sustancias, estas pueden clasificarse en dos
grandes grupos:

a) Los factores antinutricionales, los cuales disminuyen la disponibilidad o provocan una
perdida suplementaria de los nutrimentos esenciales, dentro de este grupo estan los
inhibidores en enzimas digestivos, por ejemplo las sustancias que afectan la utilizacion
metabdlica de las proteinas, los inhibidores de tripsina, ademas de las sustancias que
interfieren en la asimilacién de los minerales, como es el caso de los fitatos y los
taninos que interfiere con varios de estos nutrimentos como es el caso del
metabolismo de las proteinas, con la asimilacion de los minerales y afectan las
reservas de vitamina A y Bqa.

b) Los toxicos, son compuestos que tienen un efecto que no puede compensarse por
aporte suplementario de nutrimentos, dentro de este grupo se encuentran los

alcaloides, algunas lectinas y los glucésidos cianogénicos.

Factores antinutricionales y téxicos en papa.
Los tres mas importantes en orden de importancia son los glicoalcaloides, inhibidores de
tripsina y lectinas, los cuales pueden actuar como agentes protectores en las papas,

protegiendo a estas del ataque por fitopatégenos e insectos.

Los glicoalcaloides han sido los mas estudiados, y de hecho existe una regla internacional
que dice que 20 mg de glicoalcaloides por cada 100 g. de peso fresco es el limite maximo

permitido para la papa destinada a consumo humano. Sin embargo la FAO/MWHO, en su
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Comité sobre Aditivos Alimenticios (JECFA)de 1992, establecié un valor ADI (Aceptable
Dairy Intake) de valores normales (no toxicos) entre 2 y 10 mg de glicoalcaloides /100 g de
peso fresco de papa destinada a consumo. En una papa existe en promedio de 5 a 10
mg/100g de alcaloides, estos se encuentran concentrados principalmente en la céscara, en
los retofos y alrededor de las yemas. Se desarrolla cierto sabor amargo cuando el contenido
de alcaloides es de 25-80mg/100g. Los glicoalcaloides tienen como funcién en el sistema de
defensa quimico de la planta, actuar como protectores no especificos, o bien como
repelentes contra predadores. Aunque estos, pueden afectar la salud humana debido a que
inhiben la actividad de la acetil-colinesterasa, pudiendo ser altamente téxicos tanto para

animales como para el hombre.

o oM L -

chaconina solanina
Fig 4. Estructura Quimica de los glicoalcaloides de la papa.

Como se muestra en la Figura 4, los glicoalcaloides de la papa, Solamun tuberosum se
componen principalmente de una mezcla de solanina y chaconina, es decir una aglicona de
tipo esteroidal con un nitrégeno, unido a una cadena de aztcar en la posicion del C-3. Tanto

la a-chaconina como la a-solanina contienen una aglicona en comun, la solanidina a la cual
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se encuentran unidos los trisacaridos, B-chacotriosa y B -solatriosa respectivamente. Los
glicoalcaloides estan en todas partes de la planta con niveles altos principalmente localizados
en los tubérculos, en la flor y en hojas®. Los dafios fisiolégicos ocasionados por ingestion, se
caracterizan por dolor abdominal, vomito y diarrea con sintomas neuroldgicos adicionales de
insensibilidad, somnolencia, pesadez, confusion mental, alucinaciones, asi como disturbio
visual. Un envenenamiento agudo puede ser atribuido por haber ingerido mas de 300mg de

glicoalcaloides por Kg. de peso corporal. ®1°

La luz induce cambios en niveles de clorofila y glicoalcaloides pero no en niveles de
inhibidores de proteasas. Si las semillas de papa son expuestas a la luz ya sea natural o
artificial durante el almacenamiento, retarda el envejecimiento fisiolégico, inhibe el
crecimiento germinativo e incrementa la resistencia a infecciones por mohos. Por otro lado, la
sobreexposicion de éstas a la luz induce a la formacion de a-solanina asi como del pigmento

verde, clorofila, siendo el valor en el mercado de estas papas verdes muy bajo "¢,

Sin embargo, dada la importancia del trabajo, se detalla mas a fondo la informacién sobre

lectinas e inhibidores de tripsina.

3.3.1. Lectinas

La caracteristica comin que tienen las lectinas de las plantas es que todas son proteinas.
Muchas de ellas tienen enlaces covalentes con azlicares por lo que son clasificadas como
glicoproteinas. Se enlazan con los residuos glucosidicos presentes en la superficie de los

glébulos rojos y por tanto pueden ser detectadas, caracterizadas y purificadas por su accién
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sobre los eritrocitos. Las lectinas estan muy difundidas en la naturaleza, se ha encontrado

actividad aglutinante en extractos de unas 800 especies vegetales.

3.3.1.1 Historia y definicion de lectinas.

El estudio de las aglutininas se inici6 en 1888 por Stillmark. Fue el primero que descubrio el
fendmeno de la aglutinacion por extractos de plantas (en semillas de Ricino). Pablo Erlich en
1890, descubri6 algunos principios fundamentales de inmunologia, trabajando con semillas
de ricino y abrina, detectd que los extractos de dichas plantas eran buenos inmunégenos. En
1908 Landsteiner y Raubitscheck, establecieron las actividades hemaglutinantes y la
especificidad de varios extractos de semillas. Debido a esa capacidad de aglutinar eritrocitos,
se les denominé aglutininas. En 1952, Liener y Pallansch aislaron una proteina activa que
tenia la capacidad de aglutinar fuertemente eritrocitos a través de preparaciones de semillas
de Glycine max. Posteriormente Boyd y Shalpleigh, propusieron el término lectina en 1954,
para denominar a ciertos extractos de semillas que se sabia tipificaban grupos sanguineos,

se detecté a demas que esta actividad podria ser inactivada térmicamente®?.

La palabra lectina proviene del latin "legere", seleccionar o escoger. De acuerdo a Goldstein:
“Las lectinas de plantas son glucoproteinas que constituyen mas del 3% del total de proteina
de algunas semillas". Otra definicion es la del aleman Krupe que dice: "A las lectinas las
debemos interpretar como substancias captadoras de carbohidratos que estan en las
semillas para reunir y retener residuos especificos indispensables para la germinacién”.

Una definiciobn mas dice: "las lectinas son proteinas definidas por su capacidad para
combinarse especifica y reversible con aztcares". Pero por ahora la definicion mas aceptada

es la siguiente: “las lectinas son glicoproteinas de origen no inmune, encontradas en plantas
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y animales pero principalmente en las leguminosas, que pueden aglutinar células y precipitar

carbohidratos complejos” 2%,

3.3.1.2 Propiedades generales de las lectinas.

La presencia de estos compuestos muchas veces es una forma de defensa contra los
depredadores. Desde el punto de vista alimenticio, el grupo de lectinas de mayor interés se
encuentran en las semillas de leguminosas. La propiedad comin de las lectinas es que se
unen a carbohidratos especificos y aglutinan células, son caracterizadas y detectadas por su
accion sobre glébulos rojos causando aglutinacién. Asi por ejemplo, la concanavalina A, se
une solo a oligosacaridos y glucoproteinas que poseen residuos terminales a-D-
glucopiranésidos y a-D- manopiranésidos. La lectina de soya se une solo a a-D-
galactopiranésidos. De ahi que algunos autores en base al residuo glucosidico las

clasifiquen?.

Se sabe que las lectinas tienen accion semejante a los anticuerpos, ya que la de Vicia cracca
inhibe el crecimiento de microorganismos de tierra y metaboliza la cuticula de las semillas de
estas especies, pero en este caso falta establecer un mecanismo de transporte que explique
como las lectinas pasan desde las semillas hasta la raiz y su secrecion en tierra. Desjardins
informa que una glucoproteina unida a manosa protege a la soya del ataque del hongo
Phytophtora megasperma, esto constituye un indicio de que efectivamente las lectinas
protegen a la soya contra infecciones. Algunos factores importantes que influyen en la
asociacion carbohidrato-lectina son el pH y la temperatura. La mayoria de las aglutininas

reaccionan entre un pH de 4.5 a 11. A pH bajo la carga de la superficie celular es reducida y
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a pH alcalino hay una gran interaccion celular. La temperatura esta relacionada con la fluidez
de la membrana y este necesita fluidez para que los receptores se muevan. Las lectinas no
alteran la composicién de los carbohidratos, por lo que no tienen propiedades enzimaticas,
pero guardan semejanza a las enzimas en el mecanismo que explican su especificidad,
empleando el modelo de "llave y cerradura” ya que reconocen a su estructura particular.
También tienen mas de un sitio de reconocimiento, por lo que pueden adherirse a uno o mas
receptores, pues son polivalentes. Si los eritrocitos son tratados con enzimas tales como
tripsina, pronasa, o papaina, la capacidad de aglutinacion aumenta notablemente, ya que se
cree que hay un "desenmascaramiento” de un numero grande de receptores, los cuales se

vuelven accesibles. %22,

3.3.1.3 Localizacién y clasificacion de las lectinas.

Las lectinas estan ampliamente distribuidas en la naturaleza. Se dice que las lectinas se
encuentran presentes en todas partes y que de hecho existen en los reinos tanto vegetal
como animal, asi como también en microorganismos. Particularmente se les encuentra en
semillas de leguminosas, y en otras familias como los tubérculos. Las lectinas fueron
aisladas en el pasado principalmente de semillas secas, sin embargo, ahora pueden ser

detectadas en casi todo tipo de tejido vegetal %,

Las lectinas se clasifican en los siguientes grupos segun la especificidad de su unién con el

azlcar %

TIPO EJEMPLO
galactosa- /N-acetilgalactosamina- Soya (Glycine max)
manosa/glucosa- Haba, lenteja, chicharo
N-acetilglucosamina- Papa (S.Tuberosum)
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3.3.1.4 Lectina de papa y su actividad.

La lectina de la papa es la mas conocida en las Solanaceas, (las lectinas de la familia
Solanacea son las mas abundantes tanto en tubérculos de papa como en tomate). La
actividad de la lectina de papa Solanum tuberosum, ha sido investigada por muchos afios.
Allen y Neuberger en 1964, purificaron y caracterizaron a la lectina de la papa como una

proteina unida a quitina, es un monémero de 50 kDa, con un diametro de 100 kDa %

En un estudio realizado por Hajés y Gelencsér, trabajando con ratas, determinaron que las
dietas basadas en harinas de frijol Phaseolus vulgaris, no eran metabolizadas por éstos
animales ni por los humano debido a la presencia de factores toxicos, siendo la
fitohemaglutinina (PHA), la lectina identificada en dicha semilla, como el principal factor
téxico en los frijoles. Cuando se sometieron las ratas a una dieta con PHA purificado, se
observd un crecimiento hiperplasico de intestino delgado, las ratas perdieron peso
continuamente de tal manera que, tanto la energia liberada como los nutrientes de la dieta,

fueron utilizados para mantener un mal gastado crecimiento del intestino %°.

3.3.1.5 Posibles acciones.

Han sido propuestas las siguientes posibles acciones de las lectinas %

a) sustancia de reserva

b) regulador del metabolismo de carbohidratos

c¢) mediador de defensa contra invasion microbiana o fungica

d) aceptor de nodulacién rizobial en raices, o bien, como

e) factor que interactia con hormonas en la planta.

En 1964 se habia propuesto que las lectinas actuaban como defensa de plantas contra

bacterias y virus. Ahora se ha demostrado que la actividad seroldgica del "virus s" de la papa
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puede ser reducida durante el almacenamiento por el dafio de algunas proteasas, las cuales

atacan la capa proteica del virus destruyendo a esta ultima %%,

3.3.1.6 Efectos biolégicos.

Se dice que altas concentraciones de hemaglutininas pueden ocasionar vomito y diarrea
normalmente a las 2 o 3 horas después de haberlas consumido. Las lectinas causan
aglutinacién de células por uniones ramificadas de sacaridos, moléculas de glicolipidos y
glicoproteinas de las células fuera de la superficie. Algunas lectinas ingeridas causan
toxicidad por sus uniones con la superficie de células epiteliales del intestino, las cuales
producen una reduccién en la absorcién de nutrientes por toda la pared intestinal y una
posible inhibicién de crecimiento e incluso la muerte. La unién de las lectinas con la
superﬁcie de la mucosa induce a un crecimiento del intestino, particularmente del delgado,
haciendo que se pierda la estructura de otras membranas e interfiera seriamente con la
digestion y absorcion de nutrientes, por consiguiente hay un efecto drastico en la nutricion del

organismo que las ingiere 5.

La forma mas utilizada para detectar la presencia de lectinas, se lleva a cabo realizando la
prueba de aglutinacion celular, poniendo en contacto una suspensién de eritrocitos (lavados
con solucién salina) con la solucién que contenga la lectina, de tal forma que, una reaccion
negativa sera la sedimentacion de los eritrocitos y una positiva sera la formacién de
agregados ya que los eritrocitos tienen en la superficie un receptor el cual se liga con la
lectina. Esta caracteristica es muy especifica y por lo tanto la aglutinacién se realiza solo con
eritrocitos de especies animales que presenten en su membrana los azucares a los que la

lectina tiene afinidad para unirse.
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3.3.1.7 Métodos de eliminacién o prevencién.

Las lectinas son termolabiles y pueden ser rapidamente eliminadas o inactivadas por un
tratamiento térmico, ya que son de origen proteinico mucho mas sensibles que los
inhibidores de tripsina. Las lectinas se pueden considerar como autenticas enterotoxinas, a
diferencia de los inhibidores de tripsina, los cuales se pueden clasificar como agentes
antinutricionales. Ambas proteinas dafinas son parte de los denominados factores toxicos
termolabiles. Con métodos tradicionales de cocimiento casero, se puede obtener una
adecuada inactivacion de estas proteinas tdxicas, sin embargo en regiones de altitud
elevada, el punto de ebullicion se abate y puede ser una limitante en el proceso de
inactivacion. También son destruidas hirviendo por 60 minutos a presion atmosférica, o bien,

en autoclave a 105°C por 30 minutos son inactivadas®®.

3.3.2 Inhibidores de proteasas.

La proteolisis es un proceso metabdlico esencial para el procesamiento y la utilizacién de
proteinas. A las enzimas encargadas de realizar el proceso de degradacion de las proteinas
se denominan proteasas. Estas enzimas tienen gran importancia en la degradacién de las
proteinas de reserva y permiten la asimilacion del nitrégeno para los diferentes procesos
metabdlicos. Los inhibidores de proteasas son capaces de inhibir a las enzimas digestivas
como la tripsina y quimotripsina y se encuentran distribuidos por la naturaleza en gran
medida, a demas se ha demostrado que retardan el crecimiento de animales por virtud de su
habilidad para interferir con la digestion de proteina dietaria. Los inhibidores de proteasas
inhiben los sistemas enzimaticos de sus depredadores (microorganismos e insectos), y
tienen una funcién reguladora, interviniendo en el proceso de autorregulacién proteolitica o
de almacenamiento en el organismo que los contiene. Los inhibidores de tripsina pueden

coexistir en la misma planta con otros inhibidores proteoliticos; en la papa se encuentran
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inhibidores hacia la tripsina, quimotripsina, elastasa y plasmina a la vez. Los inhibidores mas
estudiados, son los que actian sobre la tripsina ya que es una enzima digestiva de gran

importancia en la digestion de los monogastricos como el hombre®2.

3.3.2.1 Clasificacion de los inhibidores de proteasas.

Las semillas de leguminosas contienen varios inhibidores de proteasa, los cuales han sido
clasificados por Laskowiski y Kato en familias basados en secuencias homologas de
aminoacidos por sitios reactivos inhibitorios. El primer inhibidor de proteasa aislado y
caracterizado fue (STI) que a continuacién se muestra, tiene un peso molecular de 18 a 24

kDa y un punto isoeléctrico de 3.5 a 4.4.
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Fig. 5. Inhibidor tripsico del frijol de soya (STI) Kunitz.

De acuerdo a la figura anterior, figura No. 5, se muestra que el inhibidor consiste de 181

residuos de aminoé&cidos unidos por dos uniones disulfuro, estando localizado el sitio activo
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entre los aminoacidos 63 y 64. Esta comprobado que actia como inhibidor competitivo, STI
se encuentra ligado al sitio activo de la tripsina, de manera similar al substrato proteico,
causando hidrolisis de uniones peptidicas entre sitios reactivos del inhibidor o del sustrato.
Los inhibidores difieren de proteinas de substrato en que el sitio reactivo se encuentra
sostenido o unido entre uniones disulfuro. Después de la hidrolisis el inhibidor modificado se

i i i % iig 4 .30
mantiene con la misma conformacion, debido a su unién disulfuro®

Fig. 6. Inhibidor de soya Bowman-Birk BBI.

En la Figura No.6, se muestra el segundo inhibidor de proteasa que fue aislado y

caracterizado, es el BBl que difiere de ST| en cuatro caracteristicas:

1. Es relativamente una molécula pequefia de 8 kDa y de "doble cabeza"
2. Tiene sitios de unién independientes para tripsina y quimotripsina

3. Tiene 7 uniones disulfuro

4, Es rico en cistina (20%).
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Ademas es muy estable en presencia de calor, acido, alcali y enzimas proteoliticas como la
pepsina. Esto se atribuye probablemente al efecto de estabilizacion de las uniones disulfuro
sobre sus estructuras®®. En la siguiente tabla se resumen los inhibidores de proteasas

conocidos a la fecha.

Cuatro tipos de inhibidores de proteasas se han identificado y se han denominado de serina,
cisteina, aspartico y de metaloproteasas. Esta clasificacion se basa en el aminoéacido activo
presente en el centro de reaccion. Algunos de los inhibidores de serina son tipicamente
bifuncionales y poseen actividades inhibitorias de la tripsina y de la o - amilasa. Otros de los
inhibidores de proteasas existen como proteinas con multidominios, en donde cada dominio

posee actividad funcional.
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Tabla 3. Inhibidores de proteasas conocidos a la fecha™ .

Familia Proteasa inhibida

Inhibidores de proteasas

Serina Tripsina y quimiotripsina
Familia de inhibidor de la proteasa de

Soya (Kunitz)

Familia de Bowman Birk

Familia del inhibidor de tripsina de la

cebada

Familia del inhibidor de la papa |

Familia del inhibidor de la papa Il

Familia del inhibidor squash

Familia del inhibidor de tripsina Ragi 1-2/maiz

Familia de la serpina

Cisteina (fitocistatinas) Papaina, catepsinas B,H, L
Metaloproteasas Carboxipeptidasa A, B
Aspartica Catepsina D

3.3.2.2 Inhibidores de la papa.

Los tubérculos de papa han sido reconocidos por largo tiempo por ser fuente abundante de
una gran variedad de inhibidores de proteasas de diversas clases. Contienen ademas un
grupo complejo de proteinas de 20 a 24 kDa que exhiben homélogos para inhibidores de
proteinas de tipo Kunitz. Estos inhibidores juegan un papel muy importante en los

mecanismos de defensa natural de los tubérculos contra insectos y ataque patégeno.
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Estudios recientes sugieren que en este grupo complejo de proteinas se encuentra el
inhibidor de catepsina D (proteinasa acida), que fue aislada y caracterizada de los tubérculos
de papa resultando que la secuencia de aminoacidos de esta proteina era homologa a la de
la familia de inhibidores Kunitz, al inhibidor de subtilisina, asi como a los inhibidores de
tripsina y quimotripsina. Los resultados de estos estudios determinando la secuencia de
aminoéacidos N-terminal de 18 polipéptidos de este grupo infieren que la papa contiene una
familia de genes que consta de varias isoformas de inhibidores de proteasas tipo Kunitz, los
cuales estan presentes en los tubérculos como lo es el grupo complejo de proteinas de 20 a
24 kDa., y que actian como mecanismo de defensa natural de la papa contra posibles

ataques patogenos 2%,

Algunas variedades de papas han sido estudiadas por contener gran variedad de inhibidores
de proteasas estables a calor. Se llevé a cabo una digestion seguida por un analisis de
aminoacidos por degradacién de Edman. La secuencia de aminoacidos del inhibidor de
quimotripsina consta de un peptido de 52 residuos de aminoacidos, mientras que el otro
inhibidor era especifico para tripsina, conteniendo 51 residuos de aminoacidos. Estos
peptidos son homoélogos y difieren solamente en la posicion 38 ya que el inhibidor de
quimotripsina posee un residuo de leucina y el inhibidor de tripsina posee una arginina. A
demés el inhibidor de tripsina, es un conjunto de amino&cidos con excepcién de la tirosina y
acido aspartico, pero constan con 5 de las 18 posiciones aminoterminales idénticas,

incluyendo 3 residuos de media cistina en los tripéptidos Pro-lle-Cys *2.
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3.3.23 Localizacién de los inhibidores de proteasas.

Los inhibidores de tripsina se encuentran en una gran variedad de alimentos, entre los mas
importantes se encuentran las semillas y leguminosas ya que estos alimentos proporcionan
la mayor parte de proteina en las dietas de mucha gente de todo el mundo por proveer cerca
del 10% de proteina al mundo. En la planta de papa principalmente en el tubérculo, se han
localizado inhibidores enzimaticos: tripsina, colinesterasa e invertasa. Este ultimo se purifico
y se logré determinar caracteristicas similares a las de una proteina pH dptimo de 4.7,

termolabil, y desnaturalizable a 50°C*.

3.3.24 Efectos biolégicos.

Nutricionalmente causan un retraso en el crecimiento o un indice bajo de Eficiencia Proteica
(PER), al ser inactivado por tratamientos térmicos hace que el PER aumente. La inhibicién de
tripsina se ve reflejada en una hipertrofia pancreatica en ratas, a este inhibidor, aislado de
soya se le ha a tribuido una disminucién en el crecimiento del 30 al 40%, estos mismos
efectos se han observado, cuando se han dado purificados tanto los inhibidores enzimaticos

de “Kunitz” como los de Bowman-Birk®.

3.3.25 Métodos de eliminacién o prevencién.

Para inactivar a los inhibidores de proteasas en un 90%, es suficiente un tratamiento con
agua hirviendo por tres minutos, equivalente al escaldado que se realiza en varios vegetales.
La mayoria de los inhibidores de proteasas son inactivados por accién del calor, por lo que
en el cocimiento de los alimentos que contienen este tipo de compuestos, va acompafiado
generalmente de un incremento en la calidad nutritiva. Sin embargo un tratamiento severo,

puede disminuir la calidad proteina dietética, por lo que es de suma importancia tener un
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control sobre el tiempo y temperatura de cocimiento. Asi como también un previo remojo

disminuye substancialmente tanto el tiempo como la temperatura del proceso’’.
Para el caso de la identificacion de los inhibidores de tripsina, la enzima mas utilizada es la

extraida del pancreas bovino, y la metodologia mas utilizada es la técnica de Kakade y

colaboradores, usando un sustrato sintético 2.
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PARTE EXPERIMENTAL.

4.1 Preparacion de las muestras.

Se estudiaron 14 variedades de papas enteras (tabla No. 4), todas cosechadas en
México, clasificadas y proporcionadas por el Instituto Nacional de Investigaciones
Forestal Agricola y Pecuarias (INIFAP) del centro experimental de papa en el Edo. de

México para el Programa Nacional de Investigacion en el cultivo de la papa.

Tabla No. 4 Nombre de las 14 variedades de papa en estudio.
Muestra Variedad

Lépez
Alpha
Murca
Puebla
Nortefa
Michoacan
Juanita
Tollocan
Marciana
Rosita
Montsana
Ireri
Atzimba
Sn. José.

PR MDD NOO B WN =

Después de ser cosechadas y recolectadas, se almacenaron durante 90 dias a una
temperatura de 18 a 20° y 50% humedad relativa, condiciones similares a una bodega
industrial, impidiendo los rayos directos de sol, lo anterior con el fin de simular el

tiempo que tarda en llegar hasta el consumidor a partir de la cosecha.
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- Se seleccionaron 10 piezas por cada variedad a cada tiempo, 0, 30, 60 y 90 dias
después de la cosecha, cuidando de no presentar ningin dafio fisico por posibles
contaminaciones o areas verdes.

- Después de seleccionar las muestras se realizd una limpieza de las mismas, lavando
con agua corriente para eliminar tierra y cualquier impureza, una vez limpias se
secaron perfectamente.

- Se les elimind la cascara.

- Se partieron en trocitos para posteriormente secarlas por liofilizacion.

- Se molieron y se tamizaron utilizando una malla de ¥2 mm de didmetro, para obtener
la harina fina.

- Ya como harina se colocaron las muestras en un frasco de vidrio limpio de cierre
perfecto y se identificaron. Se almacenaron a temperatura ambiente hasta el

momento de su analisis.

A las muestras molidas se les realizaron los analisis de hemaglutininas e inhibidores de

tripsina 2,

4.2 Determinacion de inhibidores de tripsina.

Fundamento.

La técnica llevada a cabo en la presente investigacion se realizé en base a la utilizada por
Kakade y colaboradores *, la cual se basa en observar la inhibicion producida por un
extracto acuoso de la muestra sobre una solucién estandar de tripsina. El extracto directo o
diluido se pone en contacto con una solucién estandarizada de tripsina, y después de un

cierto tiempo se determina la actividad proteolitica remanente, por medio de un sustrato
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sintético (BAPNA), el cual producira una coloracién que se lee en el espectrofotometro.

Dicha coloracion es inversamente proporcional al contenido de inhibidores de la muestra.

HN=C—NH,
fl\lH HN:Q'—NHZ
CHe NH
(I;HZ (;.:Hz
CH; ?HZ NH,
O=C—NH-CH-G—NH Tripsina Gt
————> 0=C—NH-CH-C—H +
© O Hy0 |
(o]
NO;,
N i g
o pigmento amarillo
— . i e p-nitroanilina
benzoilarginina p-nitroanilina (BAPNA) benzoilarginina (amarillo)

Una unidad de fripsina (U.T.) es arbitrariamente definida como un incremento de 0.01
unidades de absorbancia a 410nm. por 10 ml de mezcla de reaccién descritas por Kakade y
colaboradores. La actividad de inhibidores de tripsina se expresa en términos de unidades

de tripsina inhibida (U.T.1.) La técnica se puede ver con detalle en el Anexo A.
La lectura de absorbancia (A), directamente se pasa a unidades de tripsina:
U. T.=Ax100
La actividad antitripsica se define como el nimero de unidades de tripsina inhibida (UTI).

UT.l = u.T. referencia — UT muestra

El procedimiento se describe en el anexo A.
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4.3 Determinacion semicuantitativa de hemaglutininas.

a) Fundamento.

La deteccién de hemaglutininas o lectinas en extractos de plantas se lleva a cabo con una
técnica de diluciones seriadas (método Jaffé*), en la cual se determina el punto final por una
estimacion visual de la aglutinacion de glébulos rojos.

El método de microtitulacion es rapido y requiere una minima cantidad de muestra. Se
necesita trabajar con globulos rojos lavados y activados con una solucién de proteasa
disponible, en este caso fue tripsina, ya que la sensibilidad de aglutinacion se mejora

considerablemente con este tratamiento.

Se reporta la maxima dilucién que presente aglutinaciéon observable de acuerdo a la hilera
de pozos correspondiente en la placa tipo “V” utilizada. Para detalle de la técnica y

procedimiento ver Anexo A.

Los datos obtenidos tanto de inhibidores de tripsina y de hemaglutininas, se analizaron de
acuerdo a un modelo de disefio de experimentos de dos factores, el tiempo de almacenaje y
las variedades de papa. Puesto que cada factor resulté relevante en el estudio, se procedi6 a
un andlisis detallado (método de Scheffé***®) para inhibidores de tripsina considerando
algunas comparaciones sugeridas de interés sobre los factores. Mientras que para
hemaglutininas por tratarse de una técnica semicuantitativa (estimacién visual) se llevo a
cabo un método de andlisis no paramétrico, por asignacion de rangos. Las diferentes
metodologias de analisis fueron sugeridas por el maestro Guillermo Molina a quien se le

agradece el apoyo para la realizacion de éstas.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1 Inhibidores de tripsina.

En la tabla 1 se pueden ver los contenidos de inhibidores de tripsina promedio para las 14
variedades a los cuatro tiempos de monitoreo con su desviacién estandar, mientras que en
la tabla | del anexo B, se presentan los resultados experimentales correspondientes a los

contenidos de cada una de las variedades.

Tabla 1. Resultados Inhibidores de Tripsina

Unidades de Tripsina Inhibidas promedio para cada variedad a diferentes tiempos de almacenamiento

con su desviacion estandar.

Variedad 30 dias 90 dias
Lopez B84 + 441 801 = 32 620 ¢ 9.0 545 + 74
Alpha 525 + 92 472 + 66 /2 : 37 357 t 3.0
Murca 834 t 65 663 + 64 638 t 9.0 797 + 6.2
Puebla 330 t 40 121 = 1.8 158 = 741 132 t 67
Nortefia 676 t 42 386 + 82 2713 + 78 253 * 68
Michoacan 617 + 59 B/5 + 87 408 ¢t 7.0 585 + 55
Juanita 860 + 6.1 354 + 56 397 + 64 435 % 64
Tollocan 452 + 43 397 + 34 350 + 68 304 t 64
Marciana 15 = 74 194 £ 47 389 + 79 450 % 75
Rosita 516 + 68 502 + 68 486 t 54 472 + 44
Montsana 66.7 + 125 543 = 104 543 + 75 75 t 97
Ireri 1067 = 111 719 t 95 866 + 7.6 B32 t B5
Atzimba 794 = 33 712 £ 51 69.7 + B6 588 t 53
San Jose 901 + 158 832 + 93 822 % 52 372 + 73

Como se puede ver en la tabla anterior, para la mayoria de las variedades hay una tendencia
a disminuir el nivel de inhibidores de tripsina conforme pasa el tiempo de almacenamiento.
Sin embargo, para el andlisis de resultados se consideré un disefio de experimento de
acuerdo a un modelo de dos factores sin interaccion, los 4 tiempos de almacenamiento y 14

variedades. Se consider6 un modelo sin interacciéon, debido a que no existe algln
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antecedente del efecto combinado de contenidos de UTI con tiempos de almacenaje para
esas variedades de papa, por lo que se analizaron los tiempos y las variedades de manera
independiente; como se muestra en la tabla 2 en el andlisis de varianza, donde se concluyé
que tanto el tiempo de almacenaje como las variedades de papa mostraron diferencia

significativa, para mas detalle ver la tabla No. 2 del anexo B.

De acuerdo a esta diferencia, y a las desviaciones estandares observadas en la tabla No. 1,
se seleccioné el método de Scheffé*® para el analisis de resultados, debido a que este
método es ideal para analizar cualquier numero de datos con grandes desviaciones
estandares, debido a que controla y minimiza el error estadistico que se obtiene
normalmente como resultado de la presencia de efectos reales o del mismo error
experimental, utilizando medias tanto para tiempos como para variedades, permitiendo
hacer mas ilustrativo el comportamiento de todas las variedades al paso del tiempo y

proponer comparaciones.

El método Scheffé se basa en comparaciones donde se asignan coeficientes positivos o
negativos dependiendo la comparacién, de tal manera que la suma de éstos coeficientes

debe ser igual a cero.

A continuacion se presenta un ejemplo para explicar el método, y asignacion de coeficientes.
Este ejemplo es la comparacion No. 3 de la tabla que se presenta posteriormente.

Ejemplo: Se quiere saber si las 14 variedades de papa tienen el mismo contenido de
inhibidores de tripsina a los 30 y 60 dias, (asignando el valor de -1 en cada uno de los
tiempos), que posiblemente a los 90 dias, (al que se asigna un valor de +2), de tal manera

que la suma de estos sea igual a cero.

54



Analisis de resultados

Comp. 0 30 60 90 Su ICI S S Sa Dif
734 50.6 48.2 48.8

3 0 -1 -1 2 ]
0 -51 -48 977 115 526 147 17.7 NS

Teniendo los coeficientes asignados con sus respectivos signos, se multiplican por las
medias correspondientes (en este caso a cada tiempo de almacenaje), de tal manera que ICl
es igual a la suma de las medias multiplicadas por su coeficiente.

ICI = 1-50.63-48.2+97.681 = 1.15

S es igual a la suma de los coeficientes elevados al cuadrado.

Sa=(-12 +-12 +29) =6

Sc es el error estandar de la comparacion, es igual a la raiz cuadrada del cuadrado medio
del error entre el numero de replicas por la suma de los coeficientes elevados al cuadrado.

Sc=((194/42)* (6))*=5.26

Por ultimo, se calcula el estadistico de Scheffé a un nivel de significancia, el cual se
determina calculando la raiz cuadrada de la muiltiplicacion del error estandar de la
comparacion por tres (ya que son los 4 tiempos menos 1) y eso por el valor calculado de
tablas a 0.05 y 0.01 de significancia.

S 05=5.26 * (3F 0s3.151) * = 5.26 * ((3) * (2.60)) % = 14.7

S 01=5.26 * (3F 013151) * = 5.26 * ((3) *(3.78)) %= 17.7

Como el valor ICI es menor que S .05 y el de S .01 se dice no hay diferencia significativa en
la comparacién de 90 dias con la combinacién de 30 a 60 dias, ya que solo se rechazaria si
ICI fuera mayor a S, por ello en la tabla se muestra NS (no significativa). Para una mejor
explicacion estadistica del método, ver anexo C.
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A continuacién, en la tabla No. 2, se presentan los resultados de inhibidores de tripsina para

los diferentes tiempos de almacenamiento, tabla No. 2.

Tabla No. 2 Comparaciones sugeridas de los diferentes tiempos de almacenaje en las 14

variedades de papa de inhibidores de tripsina.

Ensayo Odias 30dias 60dias 90dias Sc Se S Diferencia

73.43 50.63 48.2 48.84
1 0 1 0 -1 2

0 50.63 0 -48.84 1.79 304 849 1024 NS
Z 0 0 1 -1 2

0 0 4820 4884 064 304 849 1024 NS
3 0 - -1 2 6

V] -50.63 -48.20 97.68 1.15 526 1470 17.73 NS
4 3 -1 -1 -1 12

22029 -50.63 -48.20 -48.84 7262* 7.45 2079 2507 Sig.1%
5 2 -1 -1 0 6

146.86 -50.63 -48.20 0 48.03* 526 1470 17.73 Sig. 1%
6 1 1 V] 0 2

7343 -50.63 0

o

22.80* 3.04 849 1024 Sig. 1%

El nimero en la parte izquierda de la tabla corresponde a cada comparacién propuesta y
cada una de ellas fue analizada como el ejemplo anterior. En la comparacién No.1,
(comparacioén entre 30 y 90 dias) y la No. 2 (comparacién entre 60 y 90 dias), no existid
diferencia significativa en relacién al promedio de los contenidos de Unidades de Tripsina
Inhibidas por g de muestra (UTl/g). La comparaciéon No. 3 (comparacién de 90 dias contra 30
y 60 dias) indica que, se pueden tener las papas hasta 90 dias sin cambios significativos
como si las tuviéramos durante solo 30 o 60 dias almacenadas, siempre y cuando se
encuentren en condiciones adecuadas de aireacién y temperatura similares a los de una

bodega®.

Mientras que en la comparacién 4 (comparacién de O dias contra 30, 60 y 90 dias), se

observd que si existe diferencia significativa con respecto a las papas recién cosechadas,
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logrando establecer que las papas en almacenaje después de un mes de haber sido
cosechadas, la tendencia en el contenido de inhibidores disminuye y se mantiene
relativamente constante, ademas de que este periodo ayuda a bloguear la entrada de
patogenos. Para corroborar que la diferencia se encuentra en el primer mes de almacenaje,
se consideraron las comparaciones No. 5 (comparacion entre 0 dias y la combinacién entre
30 y 60) y la comparacién No. 6 (0 dias contra 30 dias), donde efectivamente si existio

diferencia significativa.

De acuerdo al método de Scheffé se utilizan intervalos de confianza simultaneos porque
sirven para controlar y minimizar el error estadistico como se habia mencionado, siendo el
mismo valor de error estandar para todas las medias. A continuacion se presentan los
intervalos simultaneos de confianza (tabla 3), considerando un 95%, donde se tiene un valor
de t (0.05,151) = 1.96, que multiplicado por el error estandar (2.15), se obtiene el 4.21. De tal

manera que las medias con una estimacion de intervalo de confianza de 95% son:

Tabla 3. Intervalos simultaneos de confianza con el criterio de Scheffé.

error Intervalo Intervalo
media estadndar IC del 95% (8] 0]}
0 dias 7343 2.15 734 £ 421 69.22 77.64
30dias 50.63 2.15 506 t 4.21 46.42 54.84
60dias 48.20 215 482 + 4.21 43.99 52.41
90 dias 4884 215 488 + 4.21 44.63 53.05

Donde el estimador del error estandar es igual a la raiz cuadrada del cuadrado medio del error entre el numero de réplicas:

(CMe/r)* =(194/42)% = 2.15

Estos intervalos son representados en la grafica 1, donde se ve la tendencia de las

variedades a los tiempos de almacenaje, en cuanto a contenidos de inhibidores de tripsina,
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UTI/ mg
80

40 - r T )

Dias de almacenamiento

Grafica 1. Intervalos simultaneos de confianza segtin Sheffé de los promedios (UTI) para

diferentes tiempos de almacenaje de las 14 variedades de papa.

Como se puede ver en la grafica anterior, el comportamiento general de las 14 variedades
de papa es a disminuir en relacion al tiempo de almacenaje.

La media para el caso de papas recién cosechadas, es considerable y significativamente
diferente a los otros 3 tiempos de almacenaje, observandose el valor mas alto en las papas
recién cosechadas, disminuyendo a medida que transcurria el tiempo de almacenamiento
cumpliendo asi con lo esperado, ya que es sabido que estan presentes y de hecho que
actian como mecanismo de defensa contra ataque de patdgenos, inhibiendo su actividad
enzimatica, disminuyendo notablemente a partir de los primeros dias de almacenaje.
Concluyendo entonces que a partir de los primeros 30 dias de almacenaje y hasta los 90
dias las papas no sufren cambios significativos en cuanto a UTl/mg de muestra. Como
consecuencia de que estadisticamente, de acuerdo a la tabla No. 2 del anexo de andlisis de
varianza, también las variedades son diferentes, se procedid a buscar diferentes criterios de

comparacion ahora entre las 14 variedades; criterios, que gracias a las recopilaciones que
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algunos investigadores del INIFAP aplican para el mejoramiento genético, con el objetivo de

que sirva como guia practica para estudios relacionados con la papa asi como para

4
B9 se

aumentar la producciéon o hasta para mejorar la alimentacion del pueblo mexicano
tomaron en cuenta para llevar a cabo las comparaciones entre las 14 variedades. En estos
estudios anteriores ya se tienen identificadas las variedades resistentes y se conocen los
diferentes criterios aqui referidos; la presentacion de los resultados es igual que para el caso
de tiempos de almacenamiento, asi como la metodologia que se llevo a cabo, utilizando

medias e intervalos de confianza simultaneos, de acuerdo al método de Scheffé.

En el Anexo C, tabla No.2, se presenta el mismo analisis a tiempo cero tinicamente, debido a
la diferencia significativa encontrada con respecto a 30, 60 y 90 dias y que valdria la pena
posteriormente seguir estudiando, disminuyendo por ejemplo, tiempos de almacenaje o el

numero de variedades.

A continuacién se presenta el analisis de variedades utilizando medias para hacerlo mas
representativo, debido a que el método asi lo establece, obteniendo las tendencias de
importancia. Cabe mencionar que al final de cada ensayo 6 comparacion (primer columna)
dentro de las tablas de comparacién, aparecera un “NS" al final de cada ensayo, que
indicara la no diferencia significativa, mientras que cuando aparezca “S”, sera que si existio

diferencia significativa.

El primer criterio de comparacién fue el origen, y la primer comparacién propuesta fue entre
la variedad Alpha Vs. Tollocan, Marciana, Rosita e Ireri, por ello se le puso un 4 de
coeficiente debajo de Alpha y a las 4 variedades un menos uno. Se utilizé a la papa Alpha

debido a que es la Unica variedad extranjera en estudio (Holandesa), ademas cabe
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mencionar que el 64% de la superficie de siembra en México se lleva a cabo con variedades
extranjeras, en relacion con las principales variedades mexicanas sembradas en el 36%
restante: Rosita, Marciana, Tollocan y San Jose °. El resultado del anlisis fue que no existe

diferencia significativa entre éstas variedades.

1. Variedades nacionales contra importadas.

Ens YA Y2 Y3 Y4 Y5 Y6 Y7 Y8 YS9 Y10 Y1 Y2 Y13 Y4
Lpz Alpha Murca Pue Not Mich Juan Tollo Marc Rosi Mont lred Atz SJ Sck ICI S¢ S.05 5.01 Diferencia
7T1.47 4363 73.31 1852 3068 4988 5117 37.58 5400 4040 6169 8709 69.77 6568

i - 4 = = = = = 1 1 i == e 120
-175 37.58 54.90 49.49 6568 3314 1798 8577 9572 NS

2 — g4 = = &= o= = = = ) == o= =R e g
436 49.49 586 569 2712 3027 NS

F = g4 = = 2= == T A e A L
436 ar.s8 605 569 2712 3027 NS

4 1 13 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 182
7147 567 7331 1852 3968 4988 5117 37.58 5490 4040 6169 87.09 6977 6568 1631 5424 2587 2888 NS

Se realizd una busqueda mas especifica, que se muestra en la comparacién 2, Alpha en
comparacion con Rosita, que es la variedad mexicana que se siembra en mayor porcentaje,
y tampoco se detecté diferencia, asi mismo en la comparacion 3, en que se analizé Alpha vs.
Tollocan (segunda variedad que mas‘ se cultiva de las mexicanas), resulté no existir
diferencia significativa. Por lo que se decidié hacer una comparacion global, (comparacion
No. 4), comparando Alpha contra todas las demas variedades en estudio, y observamos que
se mantuvo esa igualdad. Por lo que se concluye que la tendencia de UTI de Alpha es la

mismo que para todas las variedades, y que no importa si es nacional o extranjera.
Asi mismo se llevo a cabo un segundo criterio de comparacion: en relacion a las principales

variedades mexicanas, en donde tampoco se obtuvieron diferencias y que por tanto se

puede decir que la variedad Rosita, variedad mexicana que se siembra en mayor porcentaje,
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es igual a todas las demas variedades mexicanas, incluyendo a las variedades Marciana,

Tollocan y San Jose, variedades nacionales mas cultivadas.

Un tercer criterio de comparacion fue con respecto al ciclo de cultivo (precoz, intermedio y
tardio®), resultando que hay diferencias significativas en cuanto a contenidos de inhibidores
de tripsina entre las variedades, correspondientes a cada ciclo vegetativo, (tardio de 120 a
180 dias desde la siembra hasta la cosecha, intermedio de 105 a 120 dias y precoz de 90 a

105 dias).

El cuarto criterio de comparaciéon y mas importante, fue en relacion a la resistencia a tizon
tardio. De acuerdo a los antecedentes de este trabajo, es la principal enfermedad causada
por la plaga que dafia al cultivo de la papa, misma que puede llegar a reducir los

rendimientos en variedades susceptibles hasta 2.2 tha .

Lpz Alpha Murca Pue Not Mich Juan Tollo Marc Rosi Mont Irei A SJ Sck ICI  Sc 505 S01 Diferencia
7147 4363 7331 1852 3968 4988 5117 3758 5400 4040 6169 B7.00 69.77 6568
= = 1 1 1 1 1 1 0 9 1 1 1 0 a0
7331 1852 3968 4988 5117 3758 0 445 6169 8708 6977 O 4328 3814 1819 2031 NS
1 -1 = = = = = - = oo N — = = 2
7147 4383 2784 569 2712 3027 Sig al5%
= - - - - 1 - 3 - = == 1 1 = 12
4988 113 8708 6977 940" 1393 6643 7415 Sig alt%
- — = = = e == 1 - S = = 2
3758 871 4951 569 2712 3027 Sig al%
= = = = — — = 1 bt = = = 1, 2
37.58 £9.8 3219" 669 2712 3027 Sig alt%
= = — = - 4 - 1 . = e — = = 2
49 88 3758 1230 569 2712 3027 NS
- = = = e A = = - - - 1 = = 2
49,88 87.08 3721" 569 2712 3027 Sig al%
=) q4 = = =] e — 1 = = - = T == 2
43863 3758 605 569 2712 3027 NS

Se tomé como criterio de comparacion debido a que el uso de variedades resistentes como
Rosita, Juanita, Atzimba, Tollocan, Puebla, Michoacan e Ireri podrian llegar a reemplazar a

las variedades susceptibles* como Alpha. Se inicid6 comparando las variedades mexicanas
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resistentes a tizon tardio en relacion con Rosita, la mas comercial y perteneciente a este
mismo grupo, sin mostrar diferencia significativa, posteriormente en la comparacion 2, Alpha
(importada y susceptible) vs. Lopez también susceptible pero mexicana, si existio diferencia
que aunque no fue altamente significativa, si se puede decir que el contenido de inhibidores
de tripsina entre estas dos variedades es diferente; al igual en la comparacion 3, cuando
comparamos Tollocan (mexicana resistente) en relacion con Atzimba, Ireri y Michoacan que
también lo son, presentaron diferencia significativa. Para encontrar la diferencia se realizaron
las comparaciones 4 (Tollocan vs. Ireri), 5 (Tollocan vs. Atzimba) y 6 (Tollocan vs.
Michoacan), también al comparar Michoacan con Ireri en la comparacion 7, resultando para
todas estas combinaciones haber diferencias significativas. Por ultimo en la comparacién 8,
de Tollocan vs. Alpha, resultd no existir diferencia sighificativa. Esto nos sugiere que en
cuanto a unidades de tripsina inhibidas seria igual tener papas Alpha que papas Tollocan y

Lépez, pero no en cuanto a Ireri, Atzimba o Rosita.

El color fue el quinto criterio de comparacion, en donde la Unica diferencia significativa
encontrada fue al comparar Puebla de piel roja en relacion con Michoacan de piel blanca,

ambas resistentes a tizén tardio.

En cuanto a la region o zona geografica de cultivo y calidad para fritura no hubo ninguna
diferencia significativa, por lo que en cuanto a inhibidores de tripsina es igual tener papas
Alpha o Tollocan y Nortefia que son recomendadas para fritura por su calidad industrial que
cualquier otra variedad. Asi como en cuanto a susceptibilidad a heladas en donde tampoco
se encontro diferencia significativa, se puede decir que no afecta en términos de inhibicion.
Para ver el detalle de las comparaciones (observacion global), ver la tabla 1 del Anexo C,

que es la tabla de comparaciones donde se presentan todas las comparaciones del analisis.
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Dada la importancia de analizar los resultados a tiempo cero, debido al comportamiento
diferente con respecto a los demas tiempos, se presenta en la tabla No. 2 del mismo anexo,
un analisis basado exactamente en los mismos criterios de comparacion. A continuacion se

presenta lo mas representativo de este analisis.

Igual que para tiempos de almacenamiento se puede presentar la informacion acerca de las
catorce variedades por medio de intervalos simultaneos de confianza, considerando un 95%,
el valor del estadistico t, seria t(os5,151) = 1.96, y el estimador del error

estandar: (CMe/r)” =(194/12)” = 4.02, por lo tanto las medias de tratamientos tienen los

siguientes intervalos que se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 4. Intervalos de confianza simultaneos para variedades, con el criterio de Scheffé.

error Intervalo Intervalo
media estandar IC del 95% (+) (-)
Lépez ° 7147  4.02 71.47 + 7.88 79.35  63.59
Alpha ® 4363  4.02 4363 + 7.88 51.51 35.75
Murca °° 7331 4.02 73.31+7.88 81.19 6543
Puebla * 1852 402 18.52 + 7.88 2640  10.64
Nortefia ® 3968 4.02 39.68 + 7.88 4756  31.80
Michoacan® 4988 4.02 49.88 + 7.88 57.76  42.00
Juanita ® 5117  4.02 51.17 + 7.88 59.05  43.29
Tollocan ® 3758 4.02 37.58 + 7.88 45.46 29.70
Marciana ®° 549 402 54.90 + 7.88 62.78  47.02
Rosita ® 495  4.02 49.50 + 7.88 57.38 4162
Montsana © 6169 4.02 61.69 + 7.88 69.57  53.81
Ireri ° 871  4.02 87.10 + 7.88 9498  79.22
Atzimba © 69.77  4.02 69.77 + 7.88 7765  61.89

San José © 65.68  4.02 65.68 + 7.88 73.56 57.80

Nota: Se marca con (* ® B¢ €.COyD

hacer mas clara la gréafica No. 2.

) con el fin de marcar diferencias en base a las medias y
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No Dif Variedad

100 - 1 A Puebla
° 2 B Tollocan
iy = 3 B Norteda
- . e * 2 4 B Apha
. e e 5 B Rosita
E - T e e : - 6§ B  Michoacan
= 40 : * ': == 7 8 Juanita
- = 8 BC Marciana
20 - —; 9 C  Montsana
= 0 C Sn. José.
0 — T T T v . . T — 11 C Atzimba
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 12 CD Lépez
Variedades 13 CD Murca
Ireni

|
=
Q

Grafica 2. Intervalos de Confianza segun Scheffé para las diferentes variedades con

sus tiempos de almacenaje.

Como se puede ver en la grafica No.2, Puebla es la variedad mas baja en cuanto a unidades
de tripsina inhibida, con 18.52 (+7.88), después como segundo grupo estarian las variedades
Tollocan 37.58 (+7.88), Norteiia 39.68 (+7.88), Alpha 43.63 (+7.88), Rosita 49.50 (+7.88),
Michoacan 49.88 (+7.88), Juanita 51.17 (+7.88), y Marciana 54.9 (+7.88), la variedad
Marciana también perteneciendo el tercer grupo, junto con Montsana con 61.69 (+7.88), San
Jose 65.68 , Atzimba con 69.77 (+7.88), Lopez con 71.47 (+7.88)y Murca con 73.31(+7.88), y
como cuarto grupo estas dos ultimas (Lopez, Murca) junto con lreri 87.1 (£7.88). Estos 4
diferentes grupos de variedades fueron clasificados de acuerdo a diferencias significativas
entre estos, que podrian ser analizados a detalle en posteriores estudios.

A. Puebla

B. Tollocan, Nortefia, Alpha, Rosita, Michoacan, Juanita y Marciana.

C. Marciana, Montsana, San Jose, Atzimba, L6pez, Murca.

D. Lopez, Murca e Ireri
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5.2 Hemaglutininas.
En la tabla 5 se pueden ver los resultados correspondientes a los titulos de hemaglutinacion

de cada una de las variedades en donde cada muestra se trabajo también por triplicado.

Tabla 5. Resultados Lectinas

Titulos de hemaglutinacién para cada variedad a diferentes tiempos de almacenamiento
(Determinados por triplicado).

1 2 3 4 5 ] 7 8 9 10 1" 12 13 14

Rep Lopez Alpha Murca Puebla Norteia  Mich Juanita Tollocan Marc. Rosita Monts lreri Atzim. Sn. José

1
2
3
1
2
3
1
2
3
1
2
3

Para el andlisis de resultados también se consider6 un disefio de experimento de dos
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factores sin interaccion, dada la misma razén de que no existe algiin antecedente del efecto
combinado de contenidos de titulos de hemaglutinacion con tiempos de almacenaje para

esas variedades de papa, razén por la cual se analizaron los tiempos y las variedades de

manera independiente.

El método de analisis fue diferente de acuerdo a la técnica experimental llevada a cabo, el
registro de la cantidad de hemaglutininas en la muestra es una estimacion visual de
precipitacion de eritrocitos, reportando solamente el ultimo pozo que presente aglutinacion,
maxima dilucion como unidad (variable discreta) y por tanto se considera una medida

cualitativa a diferencia de la técnica llevada a cabo para inhibidores, donde la medicién es
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cuantitativa, se llevé a cabo un método de analisis diferente, siendo el analisis de Friedman
el mas adecuado. El analisis de Friedman, es equivalente al analisis de varianza ANOVA y
se lleva a cabo por asignacion de rangos, es decir, que de acuerdo a los resultados
experimentales se asigna para cada repeticién el valor de uno al titulo de lectinas mas bajo,
y asi sucesivamente dos, tres, hasta llegar al mas alto, si hubiese en una misma fila un
empate se asigna el valor promedio de la suma de los nimeros que les correspondan.
Después de realizar esta asignacion para todas las muestras, se obtienen los totales y se

calculan las medias.

Ejem p|o . Variedad Datos 0 30 60 0
Lépez Originales 5 4 ] 6
Asignado 2 1 35 3.5

Por ser 4 (30 dias) el valor mas bajo se le asigné 1, y asi por tanto el 2 le correspondié al 5
(o dias), al haber un empate dos 6 (60 y 90 dias) se suma el 3 y 4 que les corresponderian y

se saca el promedio, es decir 3.5 (promedio de 3+4).

A continuacién se muestra el andlisis de Friedman por asignacion de rangos con respecto al
tiempo (tabla No. 6) y variedades (tabla No. 7). Del lado izquierdo se muestra la tabla original
con los resultados experimentales y del lado derecho, la tabla ya con su correspondiente
asignacion de rangos. Se plantean las hipétesis de igualdad para ser comparadas con el

valor de X* de tal manera que si X% (obtenido) > osX7* (tablas), se dice que se rechaza la

igualdad.

XP =12/ (Nk (k+1))* TR?—3N (k+ 1) Valor de tablas X? a comparar:
N = No. de muestras = 42 05X 4= 9.48

k = No. de tiempos = 4 00sXPP 4= 14.86

XF=2872
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Por lo que se concluye que el tiempo de almacenamiento fué significativamente diferente, ya

que 23.72> 9.48 y a gosX’ 14.86.

Tabla 6. Andlisis de Friedman, por asignacion de rangos para tiempos de almacenaje.

Datos experimentales —— * Asignacion de rangos ¥
Variedad Rep 0 30 60 90 Variedad Rep 0 30 60 90
Lépez 1 5 4 6 -] Ldpez 1 2 1 3.5 3.5
2 4 4 6 T 2 1.5 15 3 4
3 4 4 7 T 3 1.5 15 35 3.5
Alpha 1 6 i 8 T Alpha 1 ;| 25 4 25
2 6 7 T 8 2 1 25 2.5 4
3 6 7 7 7 3 1 3 3 3
Murca 1 3 3 2 4 Murca 1 25 2.5 1 4
2 4 2 2 3 2 4 1.5 15 3
| 4 2 2 4 3 a5 1.5 15 3.5
Puebla 1 4 5 3 4 Puebla 1 25 4 1 25
2 3 5 3 3 2 2 4 2 2
3 4 5 3 3 3 3 4 1.5 1.5
Nortena 1 5 5 4 6 Nortefia 1 25 2.5 1 4
2 5 4 4 6 2 3 1.5 15 4
3 5 4 5 6 3 25 1 25 4
Michoacan | 1 ] 7 [ 7 Michoacan | 1 1.5 35 1.5 a5
2 6 7 ] 7 2 15 3.5 1.5 3.5
3 6 6 6 6 3 2.5 25 25 25
Juanita 1 2 3 3 T Juanita 1 1 25 25 4
2 3 2 3 6 2 2.5 1 25 4
3 3 3 3 6 3 2 2 2 4
Tollocan 1 3 4 5 T Tollocan 1 1 2 3 4
2 3 3 5 6 2 15 1.5 3 4
3 3 4 5 6 3 1 2 3 4
Marciana 1 4 4 5 ] Marciana 1 1.5 1.5 3 4
2 4 4 5 T 2 1.5 1.5 3 4
3 5 5 5 8 3 2 2 2 4
Rosita 1 4 7} 5 4 Rosita 1 1.5 3.5 3.5 1.5
2 4 5 5 4 2 15 35 3.5 1.5
3 4 5 5 3 3 2 35 35 1
Montsama 1 T 5 6 6 Montsama 1 4 1 25 25
2 7 4 5 6 2 4 1 2 3
3 7 4 5 7 3 3.5 1 2 35
Ireri 1 8 5 6 8 Ireri 1 35 1 2 35
2 8 6 6 7 2 4 15 15 3
3 8 6 6 7 3 4 1.5 1.5 3
Atzimba 1 5 5 4 6 Atzimba 1 25 25 1 4
2 4 4 4 6 2 2 2 2 4
3 4 4 4 6 3 2 2 - 4
San Jose 1 4 5 5 5 San Jose 1 1 3 3 3
2 4 5 5 6 2 1 25 25 4
3 4 5 5 6 3 1 25 25 4
Total 90.5| 92 |97.5| 140
Promedio 215 219 232 3.33
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Para el caso de variedades, también result6 ser significativamente diferente, ya que X, =
86.77 es mayor a gsXr’ = 23.68 y @ 05X 14 = 31.32

XP =12/ (Nk(k+1))* SR —3N (k+1) Valor de tablas a comparar:
X =86.77 0sXP 14= 23.68
oos.sz 14=31.32

En la tabla No. 7 se presentan primeramente los datos experimentales pero de manera
horizontal, para ver el efecto ahora de las variedades, y enseguida se muestran los valores

ya con su correspondiente asignacion de rangos.

Tabla 7. Analisis de Friedman, por asignacion de rangos para variedades.

Datos experimentales. >

DIA REP Lop Alpha Mur Pue Nor Mich Juan Toll Mar Ros Mont Ireri Atz S.J.

0 1 5 6 3 4 5 6 2 3 4 4 7 8 5 4
0 2 4 6 4 3 5; 6 3 3 4 4 7 8 4 4
0 3 4 6 4 4 5 6 3 3 5 4 T 8 4 4
30| 1 4 7 3 5 5 T 3 4 4 b 5 5 5 5
30| 2 4 7 2 5 4 7 2 3 4 5 4 6 4 5
0| 3| 4 7 2 5 4 6 3 4 5 5 4 6 4 5
60| 1 6 8 2 3 4 6 3 5 5 5 6 6 4 5
60 | 2 6 T 2 3 4 6 3 5 5 5 5 6 4 5
60| 3 7 7 2 3 5 6 3 5 5 L 5 6 4 5
90| 1 6 T 4 4 6 T 7 7 9 4 6 8 6 5
90 | 2 7 8 3 3 6 7 6 6 7 4 6 7 6 6
90 | 3 T T 4 3 6 6 6 6 8 3 7 7 6 6
Asignacion de rangos. >
DIA REP Lop Alpha Mur Pue Nor Mich Juan Toll Mar Ros Mont Ireri Atz S.J.
0 1 9 15| 25 | 55 9 115 1 25 5.5 55 13 14 9 5.5
0 2|65 |115]| 65 2 10 | 11.5 2 2 65 | 6.5 13 14 65 | 6.5
0 3|55 |1M5]| 55| 55|95 |115]| 15 15 95 | 55 13 14 55 | &5
30| 1 4 35| 15 9 9 135 15 4 4 9 9 9 9 ]
30| 2 6 135 | 15 10 6 135 | 15 3 6 10 6 12 6 10
30| 3 5 14 1 95 | 06 | 125 2 5 95 | 95 5 125 5 9.5
60| 1 |115] 14 1 25 |45 |115)]| 25 | 75 75 | 75 (115|115 | 45 | 7.5
60| 2 | 12 14 1 25 | 45 12 25 8 8 8 8 12 45 8
60| 3 |135] 135 1 25 | 75 | 115 ] 25 75 75| 75175 | 115 4 75
90| 1 | 65| 105 2 2 65 | 105 | 105 | 105 | 14 2 6.5 13 6.5 4
90| 2 [115] 14 1.5 15 | 65 | 115 | 65 65 | 1.5 3 65| 11.5| 65 | 65
90| 3 [115] 115 3 15 | 65 6.5 6.5 6.5 14 15 |115| 115 | 65 | 65
Total 103 | 153 28 54 | 80.1| 138 | 405 | 645 | 104 | 755 111 | 147 [ 73.5]| 86
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De acuerdo a esta diferencia observada, se realizé el analisis de resultados por el método de
comparaciones mdltiples con el mejor (CMM)*. El objetivo de este procedimiento es
seleccionar el conjunto de tratamientos o uno solo (si es posible) que proporcione el
resultado “mas deseable”, permitiendo clasificar a los tratamientos de manera que la mejor
poblacién este incluida en un subconjunto con cierto nivel de confianza, y también se

consideran intervalos de confianza simultaneos (ICS).

En este caso deseamos saber cual es el tiempo y las variedades con contenidos promedios
de lectinas mas altos, conocer el tiempo 6ptimo en donde esté presente el mayor contenido
para saber hasta cuando es deseable mantener las papas sin tener cambios significativos, y
sobre cuales de las variedades estan presentes los mayores titulos de hemaglutinacion,
asumiendo que Alpha es de las variedades que mayores titulos presentaron y ademas es la
variedad importada a comparar con el resto de las mexicanas. De igual manera se sugiere
que este estudio puede servir para seguir realizando investigaciones con ciertas variedades

preseleccionadas o disminuyendo los lapsos de tiempo de almacenaje.

Andlisis de CMM para tiempos de almacenaje.

Como se desea saber si el titulo obtenido a los 0 dias es “el mejor” en relacion a los demas
tiempos de almacenaje, se debe calcular el intervalo de confianza considerado del 95%, se
toma la media a los 0 dias es y; = 2.15 y 90 dias es el tiempo que liene la media mas
grande del resto de los tiempos y; = 3.33, se calcula primeramente el cuadrado medio del
error:

CME = XP/k; donde X7 es el valor oblenido del anélisis de Friedman, k = tiempos.
CME = 23.72/4 =5.93

Posteriormente se obtiene el valor de d,,,,de tablas de la distribucién de Dunnett, donde:
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a= a 0.05% significancia,

x= tratamientos-1

v= grados de libertad,

para este caso: dos3ze = 2.15

Y por ltimo se calcula M de la siguiente manera:

M= d05.3.28.{20ME2/f2x
M=2.15%(2(5.93)/42) * =1.14.

En la siguiente tabla No. 8, se muestran los limites superior e inferior, asi por ejemplo para el

primer caso, media a tiempo cero, se resta la media del tiempo de almacenaje mayor, para

obtener asi Dy, a este valor se le suma y se le resta el valor ya calculado de M para obtener

el intervalo de confianza, y se marca con un si la columna de elegir, cuando Dy + M > 0,

aunque para este caso no se eligi6 porque D1 + M es menor que 0.

Tabla 8. Intervalos de confianza para seleccién del “mejor tiempo” por el método de CMM.

0 215 333

30 2.19 3.33
60 2.32 3.33
90 3.33 232

Se elige como el “mejor” cuando D; + M >0

-1.18
-1.14
-1.01
1.01

Di-M
-2.32
-2.28
-2.15
-0.13

Di+M 1CS(95%)/(L,U)

-0.04 (-2.32,0) no
0.00 (-2,28,0) no
0.13 (-2.15,0.13) si
2.15 (-0.13,2.15) si

Como se puede ver dos de los cuatro tiempos de almacenaje, 0 y 30 dias tienen limites por

debajo de 0, y por tanto no son los mejores tiempos de almacenaje; de los dos tiempos

restantes, 60 y 90 dias, 90 dias es el “mejor" ya que en este caso, fue el tiempo que

presentd el mayor titulo promedio de hemaglutinacién que presentaron las papas, ya que

entre mas se aproxime su limite inferior a cero, como fue el caso de 90 dias, se dice que es

el “mejor”, esta informacién la proporciona los ICS, ya que ademas de identificar a los

mejores tratamientos, indican que tan lejos estan del “mejor”, por lo que seguin el limite

inferior de los intervalos de la tabla anterior es sencillo ver que los tiempos 0 y 30 dias son

los mas lejanos a ser el mejor tratamiento, es ese orden respectivamente, ya que entre mas

alejados del cero estén, seran los tratamientos mas lejanos a ser el mejor.
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Resumiendo, la tendencia general es a incrementar el titulo promedio de hamaglutinacion
conforme aumentan los dias de almacenaje; desde recién cosechadas y hasta los 30 dias de
almacenaje las papas no sufren cambios significativos, sin embargo el mejor tiempo de
almacenamiento en donde se encontrd el mayor contenido de lectinas fue a partir de lo 60 y
hasta los 90 con los mayores titulos registrados. Por lo tanto se podria recomendar
mantenerlas sin cambios por no mas de 60 dias, aunque si llegaran a 90 dias el contenido
se incrementa, de tal forma que pudiera ser parte de la resistencia contra ataque de

patogenos.
Analisis de CMM para variedades de papa.
De igual manera se analizaron las 14 variedades de papa, teniendo las medias se calcularon

los intervalos se confianza, quedando como se muestra en la siguiente tabla No. 10.

Tabla 10. Intervalos de confianza para seleccion de las “mejores variedades”

por el método de CMM.

Variedad ] j Di-M Di+M ICS(95%)/(L,U) ¢Elegir?
Alpha 128 122 06 25 3.7 (-2.5,3.7) si
Ireri 12.2 12.8 -0.6 -3.7 25 (-3.7,2.5) si
Michoacan 11.5 12.8 -1.3 -4.4 18 (4.4,1.8) si
Montsama 9.2 12.8 -3.6 -6.7 -0.5 (-6.7,0) no
Marciana 8.6 12.8 -4.2 -7.3 -1.1 (-7.3,0) no
Lépez 85 12.8 4.3 -7.4 -1.2 (-7.4,0) no
San Jose 7.2 12.8 -5.6 -8.7 25 (-8.7,0) no
Nortefia 6.7 12.8 -6.1 -9.2 -3 (-9.2,0) no
Rosita 6.3 12.8 -6.5 -9.6 -3.4 (-9.6,0) no
Atzimba 6.1 12.8 -6.7 -9.8 -3.6 (-9.8,0) no
Tollocan 54 12.8 -74 -10.5 -4.3 (-10.5,0) no
Puebla 4.5 12.8 -8.3 -114 -5.2 (-11.4,0) no
Juanita 34 12.8 -94 -125 -6.3 (-12.5,0) no
Murca 2.3 12.8 -10.5 -13.6 -7.4 (-13.6,0) no

Se elige como el “mejor” cuando Dy + M >0
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De igual manera se calculd el cuadrado minimo del error: CME = x/k, para obtener a traves de

este y de valor de tablas, los limites de los intervalos simultaneos de confianza.

CME = 86.77/14 = 6.2
Valor de tablas d g5 135 = 3.04
M= d 05,3.26" (2CME*/r)*

M=3.04%(2(6.2)/12) " = 3.1

Se dice que son las “mejores variedades”, las que presenten los mayores titulos de
hemaglutinacion, con intervalos de confianza mayores que cero, de acuerdo a la tabla
anterior se puede ver que once de las catorce variedades de papa tienen limites superiores
(D; + M) con signo negativo, y por tanto no son las mejores variedades, es decir que son las
variedades con menores titulos de hemaglutinacién. Las tres variedades restantes Alpha,
Michoacan e lIreri, se eligen como las mejores por tener (U) mayor que cero, Alpha es la
variedad que presenté el mayor titulo, siguiéndoles Ireri y después Michoacan, debido a que
su limite inferior (D; — M) de la variedad Alpha fue el mas cercano a cero y por tanto

clasificadas como las “mejores variedades”.

Las once variedades restantes se clasifican dentro de otro grupo de variedades con bajos
titulos de hemaglutinacién, que enumeradas de menor a mayor de acuerdo a sus titulos
promedios y en base a la teoria del método se encuentran: Murca, Juanita, Puebla, Tollocan,
Atzimba, Rosita, Nortefia, San José, Lopez, Marciana y Montsama., ya que entre mas
alejado del cero esté el intervalo de confianza ICS(es%y/(L,U), son las variedades mas

alejadas de ser “la mejor”.
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El analisis realizado con comparaciones sugeridas para el caso de inhibidores de tripsina asi
como el de seleccionar los titulos promedios mas altos para el caso de lectinas fueron los
métodos de analisis que se consideraron mas convenientes de acuerdo tanto al tipo de
variable, asi como al numero de muestras y tiempos para hacer mas especifico el estudio, y

dar pie a la continuacion del estudio académico del cual éste forma parte.

73



Conclusiones

6. CONCLUSIONES
« Se observé diferencia significativa en ambos andlisis, inhibidores y lectinas, existiendo
diferencia significativa tanto entre los 4 tiempos de almacenamiento como entre las 14

variedades del estudio.

INHIBIDORES DE TRIPSINA
e El valor mas alto se presentd en las papas recién cosechadas, siendo
significativamente diferente a los demas tiempos de almacenaje.
e La tendencia de las 14 variedades de papa fue de disminucion a medida que
transcurria el tiempo de almacenaje.
¢ En general, a partir de los primeros 30 dias de almacenaje y hasta los 90 dias las

papas no sufren cambios significativos en cuanto a UTl/mg de muestra.

« Se distinguen 4 grandes grupos de variedades en cuanto a contenido de inhibidores,

a) La variedad Puebla, variedad con menor contenido promedio de inhibidores.

b) Las variedades Tollocan, Nortefia, Rosita, Michoacan y Juanita son las que mas se
parecieron a los resultados de Alpha, con valores promedios bajos, adicionalmente
son las que mas se cosechan.

¢) Marciana, Montsana, San Jose, Atzimba, Lopez y Murca son las que presentaron
valores promedio altos y ademas son las que menos se cosechan.

d) Por dltimo Ireri, Lopez y Murca son las que entre ellas se parecen, ademas de obtener

los valores promedios mas altos.
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LECTINAS

El tiempo de almacenaje con el mayor contenido promedio de lectinas fue a partir de
los 60 y hasta los 90 dias.

La tendencia de las 14 variedades fue la de incrementar al paso del tiempo de
almacenaje.

Desde recién cosechadas y hasta los 30 dias de almacenaje las papas no sufren
cambios significativos, pero si de los 30 dias en adelante.

Las variedades Michoacan e Ireri, son las que presentaron los titulos promedio mas
elevados, y que ademas son las que mas se aproximan a la variedad Alpha.

Mientras que las variedades Murca, Juanita, Puebla, Tollocan, Atzimba, Rosita,
Nortefia, San José, Lépez, Marciana y Montsama son las que presentaron los
menores titulos de hemaglutinacion y en ese mismo 6rden son las menos cercanas al

contenido de Alpha.

GENERAL

Las variedades Rosita, Tollocan y Michoacan son las variedades mexicanas que
valdria la pena seguir estudiando, ya que son las variedades que mas se cosechan a
la fecha en buenas proporciones y que mas se parecen a los valores promedio de la
variedad Alpha.

La importancia de la presencia de los inhibidores de tripsina y hemaglutininas en las
catorce variedades de papa durante su almacenamiento es benéfico ya que actian
como mecanismo de proteccién contra posibles ataques de patdgenos, siendo de
importancia para el estudio académico que se lleva acabo y que toman como

referencia la variedad Alpha.
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ANEXO A. METODOLOGIAS.
DETERMINACION DE INHIBIDORES DE TRIPSINA.
a) Material / Reactivos y procedimiento.
Potenciometro CORNING, mod.10.
Parrilla con agitacién magnética THERMOLINE, mod. SP-13025.
Baiio Maria GRANT, mod. SE 10.
Espectrofotometro COLEMAN, mod Junior II-A.
Mezclador de tubos LAB-LINE, mod. Super-mixer.
NaOH 0.01N.
Solucion amortiguadora de TRIS, pH 8.2 y 0.05M (a).
Solucién BAPNA (b).
Acido acético al 30%.
Solucién estandar de tripsina (c).
HCI 0.001N.
Solucién (a). 6.05g de tris (hidroximetil-amino-metano) y 2.94g de CaCl,.2H,0 se disuelven
en 900ml de agua destilada. Se ajusta el pH a 8.2 y se afora a un volumen de 1L.
Solucién (b). 100mg de benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida-HCIl (BAPNA sigma, S.L.Missoury),
se disuelven en 2.5ml de dimetil-sulfoxido y se diluye a 250ml con amortiguador TRIS
previamente calentado a 37°C. Esta solucién debe ser preparada el mismo dia y cuando este
en uso debe mantenerse a 37°C.
Solucion (c). Se pesan con mucha exactitud 4mg de tripsina bovina (SIGMA # T-8253) y se
disuelven en 200 ml de HCI 0.001N. Esta solucion contiene 20 pg de tripsina y debe ser

almacenada en refrigeracion donde puede durar de 2 a 3 semanas sin pérdida apreciable de

actividad.

b) Procedimiento.
Preparacién del extracto:
En un vaso de precipitado, se pesa 1 g de muestra molida, se le adiciona 45 ml de NaOH

0.01N, se ajusta a pH 9.6 + 2 y se afora a 50 ml, se transvasa a un vaso que contenga un



magneto para agitar en una parrilla de agitacion durante 2 1/2 horas a 300 rpm., se deja
reposar por espacio de 1/2 hora, por simple decantacién se obtiene el sobrenadante
eliminando el residuo insoluble. Siendo el sobrenadante diluido hasta el punto de que 1 ml

produzca una inhibicion de 40-60%.

c) Determinacion de actividad:

Porciones de 0.0, 0.6, 1.0, 1.4 y 1.8 ml de extracto (directo o diluido) se pipetean a tubos de
ensaye por duplicado y ajustando el volimen a 2.0 ml con agua destilada, se introducen a
bafio maria a 37°C. Se adicionan 2.0 ml de soluciéon estandar de tripsina (previamente
mantenida a 37°C), se mantiene en contacto inhibidor-tripsina por espacio de 5 minutos. Se
adicionan 5 ml de solucién de BAPNA (a 37°C) a cada tubo y se mantiene dicha mezcla de
reaccion por 10 minutos exactos (cronémetro). La reaccion enzimatica se detiene al
adicionarle 1 ml de acido acético al 30%; el cual debe homogeneizarse inmediatamente. Si
se enturbia o si se forma un precipitado es necesario filtrar a través de papel filtro (Whatman

#1), es necesario cerciorarse que el filtrado este transparente.

Se realiza la lectura en el espectrofotometro a 410 nm, ajustando primeramente el aparato a
100% de transmitancia con su respectivo blanco. Siendo el tubo con 0.0 ml de extracto la

referencia (20 pg tripsina / ml), sobre el cual se basaran los célculos.

d) Calculos: La lectura de absorbancia (A), directamente se pasa a unidades de tripsina:
U.T.=Ax100
Una unidad de tripsina (U.T) es arbitrariamente definida como el incremento de 0.01

unidades de absorbancia a 410 nm por 10 ml de mezcla de reaccion descritas por Kakade.



Como se pone una serie de alicuotas de extracto, se tendran a la vez una serie de valores de
U.T. los cuales al restar dicho valor al del tubo de referencia, se obtienen los respectivos
valores de (U.T.l.) y por consiguiente se puede calcular el valor de U.T.l. / ml de cada una de
las alicuotas. La actividad antitripsica se define como el nimero de unidades de tripsina
inhibida (UTI).

UT.I = UT. referencia — UT muestra

Al graficar la actividad enzimatica inhibitoria (U.T.l./ml) como funcion de la alicuota del
extracto de la muestra, se observa una correlacion lineal negativa, en donde se puede

obtener el valor extrapolado, correspondiente al valor cero de la solucion inhibitoria.

B (Valor extrapolado)

(U.T.1 / ml)

Volumen de extracto (ml.)
Este dato extrapolado, es el valor mas cercano a la actividad inhibitoria.
NOTA: Cuando se obtiene una correlacién lineal no satisfactoria (r < 0.9), se trabaja con el
valor promedio de la serie de alicuotas, reportado en términos de U.T.l./ ml.
Por ultimo para reportar unidades de inhibicién por mg de muestra:
U.T.I. / mg muestra = B x F x (50 / 1000).
B = Valor extrapolado o promedio en (U.T.l./ ml).

F = Factor de dilucién (depende de las diluciones realizadas).



DETERMINACION DE HEMAGLUTININAS.

a) Material / Reactivos y procedimiento.

Agitador magnético con tacometro marca THERMOLINE.
Centrifuga para tubos marca DYNAC.

Tubos de centrifuga de 15 ml cénicos.

Jeringa de 5 0 10 ml (#22).

Incubadora marca BLUE-M.

Espectrofotometro marca COLEMAN Junior II-A.
Adaptador para celdas de 10 x 75 mm (acondicionado a una abertura de 1 cm?).
Microtiter Kit (Cook Eng-Alexander Virginia USA).

Filtro de vidrio poroso (poro grueso).

Sangre desfibrinada y lavada de conejo.

Solucidn anticoagulante (a).

Solucién salina al 1%.

Solucién salina al 0.9%.

Solucién de proteasa al 0.1% en solucién salina (b).
Tripsina de pancreas bovino (SIGMAT- 8128).

Cuando la sangre se va a trabajar inmediatamente se puede utilizar ya sea
solucion de heparina o citrato, las cuales se usan en la siguiente relacién.

Solucién de heparina: sangre = 15-20Ul: 1 ml de sangre.

Solucién de citrato (conc): sangre = 0.1 ml : 1 ml de sangre.

Sin embargo, si la sangre no se va a trabajar de inmediato, y se desea conservar en
refrigeracion por unos dias, lo mas conveniente es usar como solucién anticoagulante la
solucién ELSEVER en proporcién 1:1, es decir, 1ml de solucién ELSEVER por 1ml de sangre
fresca. En términos generales se usa tripsina al 0.1% en solucién salina, para el proceso de
sensibilizacion, sin embargo, cuando se trabaja con sangre de cualquier roedor (ratén,

hamster, etc.), es conveniente trabajar con pronasa al 0.2% en solucién salina.

b) Metodologia.
Preparacién del extracto. Una vez que se tiene la muestra finamente molida (y desengrasada

si el caso lo amerita), aunque en el caso de la papa no fue necesario desengrasar, se



suspende 1 g en 10 ml de solucién salina al 1%, se efectia una extraccion con agitacion
mecéanica durante 2 horas a 300 r.p.m. a la temperatura ambiente. Después de este tiempo
se centrifuga el extracto a 1400 r.p.m. durante 15 minutos para eliminar el residuo insoluble,
el sobrenadante se filtra a través del filtro de vidrio y de ser necesario se puede lavar el

residuo con mas solucion salina al 1%, para llevar el extracto filtrado al volumen inicial.

Preparacion de la sangre. Una vez que se sangra al conejo, la sangre se coloca en un
matraz pequefio que contenga solucion anticoagulante, agitar suavemente para la completa
homogeneizacién de la sangre con la solucién anticoagulante. (No interrumpir hasta el
momento de diluirla). La sangre con anticoagulante se transvasa a tubos de centrifuga para
lavarla (3 veces) con solucién salina al 0.9%. La relacion sangre: solucion salina es
aproximadamente 1:5. Se centrifuga a 1,500 r.p.m. durante 10 minutos. Después del ultimo
lavado, ya que el sobrenadante se presente sin coloracién, se mide en el tubo de centrifuga,
la cantidad de paquete de eritrocitos y se diluyen de la sig. manera: por cada 1.0 ml de
glébulos rojos 24 ml de solucién salina al 0.9%.

Sensibilizacién de glébulos rojos. A cada 10 ml de suspension de gldbulos rojos al 4%
agregarles 1 ml de solucién de tripsina al 0.1% (en solucién salina) y colocarlos en
incubadora por espacio de 1 hora a 37°C. Después del tiempo estipulado, centrifugar para
eliminar la enzima sobrenadante, dando ademéas 3 lavados con solucion salina 0.9%.
Después del dltimo lavado se resuspende el paquete de globulos rojos en relacion de 1.0 m

de paquete de eritrocitos por 19 ml de solucién salina 0.9%.

NOTA: Cuando se observa que la sangre tiene algunos coagulos (aunque sean pequefios),
es necesario filtrar esta suspension, lo que se puede hacer a través de un pequefio trozo de

gasa, colocado dentro de un embudo de cuello corto.



Ajuste de la suspensién de glébulos rojos. Se toma 1 ml de la suspensién de globulos
rojos ya sensibilizada y se agregan 4 ml de soluciéon salina al 0.85%. Se lee en el
espectrofotometro a 620 nm, usando un adaptador de celdas que permita el paso de solo 1
cm? de luz y como blanco solucién salina al 0.85%. La lectura debe estar dentro del 25% + 1
de transmitancia, en caso contrario se realizara la dilucion necesaria para que la suspension

de glébulos quede dentro de dicho rango.

Microtitulacion. En las placas tipo “V" del microtiter, colocar en cada pozo de una hilera
50 ul de solucion salina al 0.85% con el pipeteador de gota evitando tocar las paredes del
pozo. A continuacion llenar el microdilutor de 50 pl por contacto con la superficie del extracto
problema y se procede a realizar las diluciones sucesivas en la hilera escogida, introduciendo

el microdilutor en el pozo y rotandolo sin excesiva presion.

Por dltimo con un pipetero de gota colocar en cada pozo 50 ul de la suspension de globulos
rojos sensibilizados y ajustada . Luego se rota la placa en forma circular y se lleva a la

incubadora a 37°C por espacio de 1 hora.

¢) Lectura. Una vez transcurrido el tiempo estipulado se coloca la placa de plastico sobre el
dispositivo de lectura. Se observa a través del espejo el fondo de los pozos de cada hilera de

prueba. Se reporta la maxima dilucién que presente aglutinacion.



ANEXO C. EXPLICACION ESTADISTICA DE LOS METODOS

A) METODO DE SCHEFFE.

ICI=1Z k Yi.l Suma de las medias con la condicion r= replicas
S« = X k? Suma de los cuadrados de los coeficientes v=alst-1
niveles = 3

Sc=(SME/r)*(S«)” Error estandar de la comparacion. a= nivel de

significancia = 0.05
Ss=(Se) * (U Fau )™ Estadistico de Scheffé a un nivel de significanciaa. v = g.l. del
error (tabla de analisis de varianza)

I k= 0 (coeficientes)

e La hipdtesis nula de la comparacién se rechaza si ICl > S,

ICl = 1-50.63 -48.2 + 97.68| = 1.15

S«=6

Sc=((194/42)* (6)* =5.26

S 05=5.26*(3Fgs3151) " = 5.26*(3*2.60)% =147
S 01=5.26* (3Fo13151)” = 526*(3*3.78)* =177

+ Porlo tanto no es significativa la comparacion.
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ANEXO B. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Tabla 1. Resultados Inhibidores de Tripsina

Unidades de Tripsina Inhibidas para cada variedad a diferentes tiempos de almacenamiento

2 3 4 5 6 7 8 9
Dia Rep Lépez Alpha Murca Puebla Nortefia Mich. Juanita Tollocan Marc.
589 779 287 65.5 58.7 941 413 1238
394 925 383 734 699 844 51.2 116.4
591 789 M9 63.8 565 795 433 105.9
536 742 14.3 451 297 423 35.2 24.7
498 66.3 12.2 437 355 356 43.5 201
381 585 9.9 270 503 284 404 13.3
341 543 176 197 500 463 28.7 34.0
430 758 235 380 396 418 44.4 511
405 61.2 6.3 242 328 34 318 346
352 822 10.5 314 645 51.0 219 521
386 T.2 224 290 598 437 373 48.2
323 858 6.7 157 513 360 320 346
PROMEDIOS.

2 3 4 5 6 T 8 9
Alpha Murca Puebla Nortefia Mich Juanita Tollocan Marc.
5247 8340 3297 6756 6169 B86.02 4523 1154
4717 66.34 1213 3859 3849 3542 39.70 19.37
39.18 63.77 1581 27.30 4081 39.72 3498 39.90
3569 79.73 13.17 2528 5852 43.53 3040 4498
4363 T73.31 18.52 39.68 49.88 51.17 37.58 54.9

- .
3888

71.47

10 "
Rosita Monts.
563 522
57.2 827
423 653
486 66.3
593 409
427 556
462 643
562 522
436 463
435 799
534 766
448  58.0

10 1
Rosita Monts.
5192 66.74
5020 5426
4864 54.26
4721 7150
495 61.69

Tabla 2. Analisis de Varianza (ANDEVA) Inhibidores de Tripsina.

Fte. de
variacién
Tiempos
Variedad
Error
Total

gl
3

13
151
167

S.C.
18582
48994
29356
96932

C.M. Fo

6194 31.86*

3769 19.39*
194

12
Ireri
119.0
109.1
921
829
73.0
59.7
93.2
90.6
76.0
922
85.7
718

12
Ireri
106.7
71.87
86.57
83.20
871

13

Atzim.

75.1
83.1
80.0
67.5
78.3
67.7
65.1
81.7
62.2
546
66.3
55.7

13

Atzim.

79.39
71.16
69.70
58.84
69.77

14
Sn. José
111
86.1
73.2
742
96.1
79.3
46.4
59.0
511
33.2
47.5
3.0

14

Sn. José Prom.

90.13
83.19
52.17
37.24
65.68

73.43
50.63
48.2
48.84

Se reporta como UTl/img de muestra.

g.l. = grados de libertad
S§C = Suma de cuadrados

CM = Media de la suma de cuadrados

Fo = Estadisticos de prueba

Tanto para tiempos, Fo = 31.86 es mayor comparado con F*% 4.5, = 2.60, y F®%' 35, =

3.78, como para variedades: Fo = 19.39 comparado con F*% 13451 = 1.75, y F*%' 13451 = 2.18,

se rechazan las igualdades.



Tabla No. 1 Tabla 1. Analisis por el método de Scheffé. Comparaciones sugeridas entre las
medias de inhibidores de tripsina (presentadas en conjunto).

1. Variedades nacionales contra importadas.

Ens Y.1 Y.2 Y3 Y4

Lpz Alpha Murca Pue

7147 4363 7331 1852

1 - 4 == B
75

2 == -1 = "=
436

3 i | = =
438

4 1 -13 1 1
7147 567 7331 1852

Y5 Y&
Mot Mich
3968 4988

1 1
3968 4088

Y1
Juan
51.17

1
51147

Y8
Tallo
37.58

1
758

3758

3758

¥a
Marc
5490

54.80

Y10, Y1 Ya2 Y.a3
Rosi  Mont  lreri
4949 6169 87.09 69.77

1 1 1 1
4040 6169 8709 69.77

2. En relacion a las principales variedades mexicanas.

Ens Lpz Alpha Murca Pue Nord Mich Juan
1852 3968 4988 5117

7147 4363 733

3 1 =

1852 3968 499

51.2

Tollo

37.58

are

e

e

Marc
54.90

1
549
1
54,90
1
549

Rosi  Mont e Az
40.49 6189 87.00 68.77
a T
-148

] - = =
-89

a2 1 1 1

-594 61.7 8709 60.77

3. En relaci6n a ciclo de cultivo (precoz, intermedio y tardio) 8,

Ens Lpz Alpha Murca Pue Not Mich Juan

71.47 4363 733

1852 3968 4988 65117

2 — -
3 S 1
4363
4 1 -
T147

Tollo
37.58

5
-188
-1

3758

Marc

Rosi  Mont Ireri Al

5490 4040 6160 B7.00 60.77 6568

Y14,
54  Sck c Sc S05 S.01 Diferencia
65.68
1 20
65.68 3314 1788 B577 9572 NS
= 2
586 569 27.12 3027 NS
— 2
605 569 2712 3027 NS
1 182
6568 1631 5424 2587 2688 NS
S§J Sck - C Sc S05 S.01 Diferencia
65.68
1 12
65.68 960 1356 664 T4 NS
- 8
650 985 470 524 NS
1 1%
65.68 868 502 2395 2673 NS
84 Sk C Sc 505 5.01 Diferencia
1 [
6568 638 985 470 524 NS
0 30
100 220 105 N7 NS
0 2
0 605 568 271 303 NS
A [
£57 390 985 470 524 NS



4. En relacion a resistencia a tizon tardio®.

Ens Lpz Alpha Murca Pue Nort Mich Juan Tollo Marc Rosi Ment  Iren Atz 5.J. n [ ] Sc S$05 S5.01 Resultado
8844 5247 834 3207 6756 6169 B602 4523 1154 5192 6674 1067 7939 8013
1 _— — 1 1 1 1 1 1 - -8 1 1 1 -_ 20
- - 834 3297 6756 6169 B8B02 4523 — 467 6674 1067 7935 — 1624 381 1819 2031 NS
2 1 -1 - — - — — - - - - - — = 2
B8 44 525 — - - - - —_ - - — - - - 3597 569 2712 3027 Sig 1%
3 - - - - - 1 — -3 - . -_ 1 1 - 12
piv s ada s - G189 e 4138 - =4 — 1087 7938 - 112.91° 138 6643 7415 Sig 1%
4 i - - - - -1 - - =TI 1 - - 2
as g - = - 17 - " =5 - = 1087 - e 4503 560 2712 3027 Sig 1%
5 - =t o - - - - -1 - - = 1 e - 2
— - — . - - — 452 = - = 0T = = 615" 569 2712 3027 Sig 1%
[ — — - - - - — 1 - —_— —_ — -1 -_ 2
e s = i - = — 4573 = - = — 794 - 3418° 569 2712 3027 Sig. 1%
7 — -_ — — — -1 -— 1 — —_ — — — -— 2
= 2 — — — H17 — 4523 — —_ —_ — -_ e -165 569 2712 3027 NS
8 - 1 e - - - - -1 - - = e - - 2
— 5247 - — — — —-— A52 - - — - anm -— 724 568 2712 3027 NS
a 1 1 - -1 - -1 - -1 1 -1 - - — 1 B
8844 5247 — 33 — H17T — 452 1154 519 — = — 9013 15458° 114 5424 6054 Sig 1%
5. En relacion al color, caracteristica genética (blancas contra rojas).
Ens Lpz Alpha Murca Pue Mot Mich Juan Tollo Marc Rosi Mont fredi Az 5. n [+ Sc S5.05 S$.01 Resultado
B844 5247 B34 3297 6756 6169 B602 4523 1154 5182 6674 1067 7939 8013
1 —_ — 1 1 —-— —_ —_ -3 -— _— - —_ —_ 1 12
- — 834 39T -— - - 136 - - — - — 9013 70.81" 1389 6643 7415 Sig 0.5%
2 - -— 1 1 -— —_ -_ - - -3 - - -_ 1 12
- - B34 3297 — - - -_— - -156 - — — 8013 50.74 139 6643 7415 NS
3 - - - 1 - A4 - - T —. - - - 2
- — — 3287 —- 817 - - - - - —_ - - 287 569 2712 3027 Sig 0.5%
4 -1 _— - _— — 1 — - - = - — — —_ 2
884 - o o5 - E168 - = — = o= = = S 268 569 2712 3027 NS
5 1 -1 - 1 -1 -1 —_ -1 1 1 -_ -1 = 1 10
B8.44 52 - 3287 476 17 — 452 1154 5182 —  -107 - 8013 4514 127 6065 B7.69 NS
6. En relacion a la regién o zona geogréfica de cultivo: sierras contra valles.
Ens Lpz Alpha Murca Pue Nort Mich Juan Tollo Marc Rosi Mont Irei Az SJ n Cc S¢ S.05 S5.01 Resultado
BB 44 5247 B34 3297 6756 6169 8602 4523 1154 5182 6874 1067 7939 8013
1 1 -1 1 - =] = 1 -1 = 1 = -1 s = 8
B844 525 834 - H76 — 8602 452 — 5192 — -107 _— - 378 114 5424 6054 NS
2 1 —_ 1 - -_— - 1 — —_ 3 —_ — — —_ 12
8844 — B34 =1 = - B8B02 — s -156 A - i -— 102.1" 138 8643 T415 Sig 1%
3 —_ 8 — 1 1 1 1 1 — 1 - 1 1 1 80
- -472 - 3297 6756 6169 B602 4523 — 5192 — 1067 79.39 9013 1494 381 1818 2031 NS



7. En relacion a calidad para fritura.

Ens Lpz Alpha Murca Pue

7147 4363 7331 1852

" - - — -

2 T 1 — _
4363

3 1 1 - —
7147 4363

4 -l A
-185

Nort
3968

3968

Mich Juan Tollo Marc Rosi Mont rei Atz 5J  Sck c Sc S.05 501 Diferencia
4088 5117 3758 5400 4949 6169 B7.09 69.77 6568
B T TR S - -
3?-58 210 569 2712 3027 NS
e i gl St = S E= =n B i
3?‘5& 605 569 2712 3027 NS
- = 1 - A - e e
3rsa 495 39.75" 8042 3836 4281 Sig al 5%
== == 1 e = = - A 4
arse 657 694 8042 3836 4281 NS

Las variedades que se recomiendan para fritura son Tollocan y Nortefia, por lo que se inici6

comparando Tollocan debido a su calidad industrial, cultivable en lugares frios y de ciclo

intermedio, contra Nortefia de ciclo tardio, es decir por beneficio resultaria mejor cultivar

Tollocan en cuestién de tiempo, se cultiva de 20 a 40-50 dias mas temprano que Nortefia, no

se encontré diferencia significativa. Luego se compard Tollocan con respecto a Alpha

(ensayo 7a) por ser oblongas, y ambas dan los mejores rendimientos para la industria y

tampoco resultd haber diferencia. También se les compar6 a estas mismas dos variedades

Alpha y Tollocan (ensayo 7b) contra Lépez y Rosita que no son oblongas, obteniéndose una

diferencia significativa, es decir que las variedades Alpha y Tollocan en cuanto a contenidos

de inhibidores de tripsina son diferentes de Lépez y Rosita.

8. En relacion a susceptibilidad a heladas.

Ens Lpz Alpha Murca

Pue  Nont Mich Juan Tollo Marc
5117 3758 54.90

7147 4363 7331 1852 30.68

1 1 -5 = 1 =
7147 2181 18.52

2 — 1 -1 1 -
4363 -733 18852

5 1 1 A 1 A

7147 4363 -733 1852 -397

4 1 A — - =
7147 4363 -18.5

49.88

5117
4

5117 3758

Rosi  Mont
4049 6169 B87.09

435 H17

Ireri

Atz
69.77

5.4
6568

Sck

505

5.01 Diferencia

1
6568

* 804

13.83

885

1050

3836

B6.43

46.98

172 NS

4281 Sig al1%

74.15 NS

5243 Sig al1%



Tabla 2. Analisis por método de Scheffé. Analisis de Inhibidores de tripsina.

TIEMPO CERO

1. Variedades nacionales contra importadas.

Ens Lpz Alpha Murca Pue Nort  Mich Juan Tolio Marc Rosi Mont redi Az 5J  n c Sc S5.05 S5.01 Resultado

BB 44 5247 B34 3297 6756 6169 BE02 4523 1154 5192 6674 1067 79.39 9013

1T = A = = = = =1 1 = - 1 2

— 20 = = = = — 4523 1154 5192 — — = 9013 9275 18 8577 9572 Sig 0.5%
g s G B e Ew o mwe oA e de & ome s o= a2

— 828 = e e e e e e BAE = = e = 055 569 2712 3027 NS
3 - A - - - - — 1 — = = e - -2

- 825 — = = = — #8B = = = = = - 724 568 2712 3027 NS
4 1 -13 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 182

BR44 682 B34 3207 6756 6160 8602 4523 1154 5192 6674 1067 78.39 6013 20345 542 2587 2888 Sig 1%

2. En relacion a las principales variedades mexicanas.

Ens Lpz Alpha Murca Pue Noi Mich Juan Tollo Marc Rosi Mont Irei Az SJ. n c Sc 505 501 Resullado
B8 44 5247 B34 3207 6756 6169 BEO2 4523 1154 5102 6674 1067 7839 8013

1 - - - e i e 1 1 4 = = - 1 12
- i — —_ — - — 4523 1154 -156 — - — 8013 8495" 139 6643 T415 Sig. 1%

2 - - - T - 1 1 2 = = = - &
s - - - —_ —_ — 4523 1154 104 —_ —_ —_ — 56.74" 965 4698 5243 Sig. 1%

3 1 0 1 1 1 1 1 1 1 Az 1 1 1 1156
88 44 o B34 3207 6756 6160 BG6O2 4523 1154 H23 6674 1067 7939 8013 3006" 502 2305 2673 Sig. 1%

3. En relacion a ciclo de cultivo (precoz, intermedio y tardio) >.

Ens Lpz Alpha Murca Pue Not Mich Juan Tollo Mare Rosi Mont rei Az  SJ  n Cc Sc 505 5.01 Resultado
8844 5247 B34 3297 6756 6169 86.02 4523 1154 5192 6674 1067 79.39 9013

1 s i - i 1 . - 108

- - - — 6758 — - — —_ -104 — —_ — 9013 5385 985 4698 5243 Sig 1%
2 - - - 1 — - 1 5 - - 1 1 1 - 30

- —_ — 3297 — — 8602 -226 — — B674 1067 7R3 — 14568° 22 105 1172 Sig 1%
3 = 1 - - | = - e e - = 2

— 5247 — - = 1 — 452 = — = —_ —_ — 724 569 2712 3027 NS

& ¥ = s g = = = ] e e e A8
8844 -~ 834 ~— 678 BT — — — 5192 — — — 801 438 985 4698 5243 NS



4. En relacion a resistencia a tizon tardio®.

Ens Lpz Alpha Murca Pue Mot Mich Juan Tollo Marc Rosi Mont lren Az SJ  Sck Cc Sc 505 S01 Dilerencia
7147 4363 7331 1852 3968 4988 5117 3758 5490 4949 6169 8709 6977 6568
1 = = 1 1 1 1 1 1 0 ] 1 1 1 (i} 80
7331 1852 3968 4088 5117 3758 o -445 B169 BTOB 6OTT a 4328 3814 1819 2031 NS
2 1 -1 — = = = = = = = — = - = 2
T147 43’63 27.84* 569 2712 3027 Sig al5%
3 — - - - - 1 - -3 - = - 1 1 - 12
49 88 113 B7.09 6977 940 1303 6643 7415 Sig al%
4 == = e = = -1 = = ¥ = G 1 == = 2
4988 8709 3721 569 2712 3027 Sig alt%
5 = @l o=m L 1 Sl = g @
37.58 7.1 49.51° 568 2712 3027 Sig alt%
6 = = = g = = = 1 SOEs = = == -1 - 2
3758 £5.8 3219° 569 2712 3027 Sigalt%
T — - o - - -1 - 1 _— - - - - - 2
4888 3758 1230 569 2712 3027 NS
8 - 4 R WS e S =% TR W e B =R B
43'83 3rsa 805 569 2712 3027 NS
5. En relacion al color, caracteristica genética (blancas contra rojas).
Ens Lpz Alpha Murca Pue Not Mich Juan Tollo Marc Rosi Mont Iredi Az SJ  Sck c Sc §05 501 Diferencia
7147 4363 7331 1852 3068 4088 5117 3758 5400 4940 6169 B7.09 6577 6568
1 2 = 1 1 = = == = 3= — = = 4 12
7331 1852 113 6568 4478 1303 6643 T415 NS
2 = = 1 1 = = = = = o.a = =y A 12
733 1882 -148 6568 904 1393 6643 T415 NS
3 e _— = 1 - -1 _— i i o S - - - 2
18.52 49.88 3136 568 2712 3027 Sig al1%
4 1 =i e = L R
7147 4988 2158 568 2712 3027 NS
5 1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 1 =1 1 -1 -1 1 14
7147 4363 7331 1852 -397 4988 5117 3758 540 495 6169 -B71 698 6568 1963 1504 7176 B0.09 NS
‘ : S 4
6. En relacion a la region o zona geogréfica de cultivo: sierras contra valles”.
Ens Lpz Alpha Murca Pue Mo Mich  Juan Tolle Marc Rosi Mont  lrer Alz 54 Sck c Sc 505 S .01 Diferencia
7147 4363 7331 1852 3968 4088 5117 3758 5400 49408 6169 BT.09 6977 6568
1 1 -1 1 fouc -1 == 1 A e 1 - -1 - - 8
T147 43863 733 =387 5117 3758 49 49 A7 1 3746 1137 5424 6054 NS
2 1 - 1 - - - 1 - = -3 — . — e 12
7147 73N 5117 -148 4748 1393 6643 7415 NS
3 = L] = 1 1 1 1 1 == 1 - 1 1 1 90
3026 1852 3968 4988 5117 3758 49.49 8708 6977 6568 7621 3314 18189 2031 NS



7. En relacion a calidad para fritura.

Murca Pue No  Mich
3267 6756 6169 8602 4523 1154 5182

Ens Lpz Alpha

BE44 5247 834

1 — — —

2 e 1 -

- 5247 -—

3 -1 1 —

B84 5247 -

4 — — -

Ens

8. En relacion a susceptibilidad a heladas.

Lpz Alpha Murca Pue Nort Mich Juan
3297 6756 6160 B602 4523 1154

88 .44
1
BB 44
1
BB.a4
1
8844

5247
5
-262
-1
525
1
5247

B34

1
azer
-1
-33
1

1
6758
1
67.56

1
61.60
1
61.69
1

834 3287 676 6169

Juan

Tollo  Marc

pr =
452 -
=1 -
452 -
1 55
4523 —
1 -
4523 —

Tollo Marc

Rosi

Rosi
5182

Mont
66,74

Mont
66.74

lren
106.7

Az 51 n [ Sc S05 501 Resultado
79.39 90.13

= - 2

- - 2233 569 2712 3027 NS
- - 2

= —-_ 724 569 2712 3027 NS
= - 4

- - 4266" B804 3836 4281 Sig05%
— -1 4

- 801 103 804 3836 a2H NS
Atz 54 n [ Sc 505 5.01 Resultado
79.39 90.13

1 1 3

79.39 9013 9027 22 105 172 NS
1 =1 6

79.39 -90.1 5395 085 4698 5243 Sig 1%
1 1 12

79.39 8013 422 139 8643 7415 NS



EXPLICACION ESTADISTICA DE LOS METODOS
B) METODO DE FRIEDMAN
Este método es ideal para cuando se trabaja con variables discretas, con mediciones
cualitativas o semicuantitativas (método desarrollado por el economista Milton Friedam). La
tabla de datos de Friedman es validada tanto por N filas y k columnas, las filas representan

las variables y las columnas representan las diferentes condiciones.

Este analisis es equivalente al analisis de varianza ANOVA vy se lleva a cabo por asignacion
de rangos, es decir, que de acuerdo a los resultados experimentales se asigna para cada
repeticion el valor de uno al valor mas bajo, y asi sucesivamente dos, tres, hasta llegar al
mas alto, si hubiese en una misma fila un empate se asigna el valor promedio de la suma de

los nimeros que les correspondan.

Después de haber asignado los rangos, se plantean las hipétesis de igualdad para ser
comparadas con el valor de X, de tal manera que si X% (obtenido) > 0sX? , (tablas), se dice
que se rechaza la igualdad en base a la sig. formula.

XP =12/ (Nk (k+1))* LR*-3N (k+ 1) Valor de tablas X? a comparar (tablas)
N = No. de muestras

k = No. de tiempos

De tal forma que si X%, es mayor a osXr y 00X~ se dice que son significativamente
diferentes.
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