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RESUMEN

El cultivo de papa se encuentra dentro de las principales actividades agricolas en la sierra
andina del Ecuador. Es un tubérculo importante en la dieta de los ecuatorianos, debido a
que, promueve la participacion social y generacion de ingresos para las familias
productoras. En la provincia del Carchi, se cultivan semillas de Stper Cholay Violeta. El
canton Montufar durante el afio 2017 obtuvo un rendimiento de 17.26 t/ha. La produccion,
se ve afectada por diferentes plagas y enfermedades como pudricién seca provocada
principalmente por Fusarium sp. La presente investigacion se enfocé en la busqueda de
un compuesto bioactivo de la biomasa de Solanum tuberosum capaz de presentar
actividad inhibitoria frente a Fusarium sp. Se extrajo proteina residual del jugo de papa
de Saper Chola y Violeta ajustando el jugo a un pH de 4 utilizando H.SO4 0.5M y
sometiendo a diferentes temperaturas de aislamiento (50, 75, y 100°C). Se cuantificaron
proteinas por colorimetria con el método de Bradford, posteriormente se identificd y
estimé la masa molecular a través de SDS-PAGE. Finalmente, se dializ6 las proteinas
obtenidas con membranas de corte de 20 kDa para evaluar su actividad bioldgica contra
Fusarium sp., durante cinco dias frente a proteina total, retenida (>20 kDa), y filtrada
(<20 kDa). La interaccion entre variedad y tipo de proteina, en el dia tres difirid
significativamente. Proteinas totales de Violeta presentaron menor area de crecimiento
con respecto a Super Chola y a proteinas filtrada y retenida. A 75°C en proteinas totales
de Violeta el hongo presenta menor &rea de crecimiento. La estabilidad funcional a altas
temperaturas y actividad antifangica de proteinas muestra el posible potencial de esta
fraccion para su uso en industrias agricolas ofreciendo nuevos productos. Promoviendo
el desarrollo de una nueva fuente de ingresos a través de la produccion de almidén de
papa, evitando el desperdicio del jugo de papa.

Palabras clave: Tubérculos, Biorrefineria, Compuestos bioactivos, Proteina
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ABSTRACT

Potato cultivation is among the main agricultural activities in the Andean highlands of
Ecuador. It is an important tuber in Ecuadorian diet because it promotes social
participation and income generation for producing families. In the province of Carchi,
Super Chola and Violeta seeds are grown. The Montufar canton during the year 2017
obtained a yield of 17.26 t/ha. The production is affected by different pests and diseases
such as dry rot caused mainly by Fusarium sp. This research focused on the search for a
bioactive compound of the biomass of Solanum tuberosum able to present inhibitory
activity against Fusarium sp. Residual protein was extracted from potato juice of Super
Chola and Violeta by adjusting the juice to a pH of 4 using 0.5M H>SO4 and subjected to
different isolation temperatures (50, 75, and 100°C). The proteins were quantified by
colorimetry with the Bradford method, then the molecular mass was identified and
estimated through SDS-PAGE. Finally, proteins gotten were dialyzed with 20 kDa cutoff
membranes to evaluate their biological activity against Fusarium sp., for five days was
evaluated against total, retained (>20 kDa), and filtered (<20 kDa) proteins. The
interaction between variety and type of protein, on day three differed significantly, total
violet proteins smaller growth area with respect to Super Chola, filtered and retained
proteins. At 75°C in total proteins of Violet the fungus gives less growth area. The
functional stability at high temperatures and antifungal activity of proteins, shows the
possible potential of this fraction for use in agricultural industries offering new products.
It promotes the development of a new source of income through the production of potato
starch to avoid wasting of potato juice.

Key words: Tubers, Biorefinery, Bioactive compounds, Protein
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CAPITULO |

INTRODUCCION

En términos de consumo humano la papa es el tercer cultivo mas importante del
mundo después del arroz y el trigo (Eraso-Grisales et al., 2019). Mas de mil millones de
personas en el mundo consumen papa regularmente (CIP, 2017). Niveles de produccion
que se genera a nivel mundial sobrepasa los 374 millones de toneladas métricas, siendo
China el mayor productor mundial de papa, con méas de 88 millones de toneladas al afio
(FAOSTAT, 2008). La superficie mundial de papa cultivada por los agricultores supera
los 19 millones de hectareas (CIP, 2017).

En Ecuador, el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (2018), durante el afio 2017
se produjo 18.92 t/ha. Las provincias mas productoras de papa son: Sucumbios,
Tungurahua y Carchi. Con un rendimiento de 30.0, 25.7 y 21.9 t/ha respectivamente
(MAG, 2018). EI cantén Montufar, en la provincia del Carchi obtuvo 17.26 t/ha de
rendimiento durante el mismo afo (SIPA, 2018). En este sector se cultivan mayormente
semillas de variedad Super Chola por su conocido nivel de produccidn, resistencia a

enfermedades y por su demanda en mercado (Solano, 2018).

Los cultivos de papa, se ven afectados por diferentes entes patdgenos causantes
de enfermedades como: enrollamiento de hoja por virus (PLRV), tizon tardio por
Phytophthora infestans (CIP, 2004). Ademas, pueden ser portadoras de hongos
patdgenos, de los cuales los mas importantes son: Rhizoctonia, Fusarium y Verticillium
(Ministerio De la Agricultura, 2019). Para combatir enfermedades, el agricultor usa
fungicidas como Benalaxil, Tiabendazol, Zoxamida algunos de ellos de alta toxicidad
(Villacrés, 2014). Estos insumos, provocan enfermedades en los agricultores y

contaminan el ambiente (Jiménez et al., 2016).

Las especies de Fusarium son causantes de una gran cantidad de enfermedades en
cultivos de todo el mundo y generan importantes pérdidas econémicas (Villa-Martinez et
al., 2014). Estan ampliamente distribuidas en los suelos de todas las zonas paperas del
Ecuador, ocasionando la perdida de semillas (Pumisacho, 2002). El control de

fitopatdgenos del suelo es dificil de lograr; para ello se han desarrollado préacticas



culturales, control bioldgico y quimico, siendo este ultimo el mas utilizado por ser eficaz,

en comparacion con otras medidas (Villa-Martinez et al., 2014).

Para salvaguardar la integridad funcional de los ecosistemas y seres que se
desarrollan en ellos, se propuso rescatar la proteina residual del jugo de papa de productos
de desecho de la industria de almidon y probar actividad bioldgica contra Fusarium sp
(Hernandez et al., 2008).

La investigacion se realizé en dos variedades de papa provenientes del Canton
Montafar en la provincia del Carchi, como son: Solanum tuberosum L, Solanum
tuberosum Vitelotte. Como fase inicial se extrajo la proteina residual de papa mediante
tratamiento térmico, para cuantificar la proteina se aplicé el método colorimétrico. Luego
se analizé la actividad bioldgica de la proteina contra Fusarium sp. y se comparo el efecto
inhibitorio entre la proteina residual de las dos variedades evaluadas.

1.1 Antecedentes

La papa (Solanum tuberosum) pertenece a la familia de las solanaceas de plantas
con flores; la misma que se origind y fue domesticada por primera vez en las montafias
de los Andes de Sudamérica (CIP, 2017). Ademas, es el tercer cultivo alimenticio mas
importante del mundo en términos de consumo humano después del arroz y del trigo, 1.4
mil millones de personas la consumen, generando una produccion total mundial del

cultivo que sobrepasa los 300 millones de toneladas métricas (CIP, 2015).

La proporcion de produccion de papas por region registradas del afio 2014 al 2016
es de: Europa 31.6%, Oceania 0.4%, Africa 6.7%, Américas 11.3%, Asia 50%
(FAOSTAT, 2017). En América del sur el area cosechada de papas en el 2016 es de
911.999 ha, con una produccién de 15.502.969 toneladas (FAOSTAT, 2017). A nivel
nacional, se cuenta con una superficie de siembra de 32.188 ha, cosecha 29.532 ha,
produccion 377.243 Tm, mientras que de ventas 343.765 Tm (INEC, 2017).

Durante el ciclo productivo del afio 2017, indican que el rendimiento objetivo
promedio nacional de papa fue de 18.92 t/ha., Sucumbios, Tungurahua, Carchi y
Chimborazo, se ubican como las zonas productoras con mayor rendimiento en esta época,
superando el promedio nacional en 11, 6.8, 2.9 y 0.3 t/ha respectivamente (Ministerio de
Agricultura y Ganaderia, 2018).



En los dos ultimos afios de estudio, se observd que Carchi y Sucumbios son las
provincias de mayor productividad del pais por sus caracteristicas de suelo y manejo
agronomico (MAG, 2018). En el Carchi, se cultivan semillas de las variedades Super
Cholay Unica, las cuales tienen un rendimiento de 23.1y 17.7 t/ha respectivamente, con
una superficie de cosecha de 5.644 ha (Salazar, 2017). Estas semillas superan el
rendimiento nacional (18.92 t/ha), evidenciando la superioridad genética de la variedad
Super Chola (MAG, 2018). A nivel cantonal se registra que en el 2016 el canton Montufar
perteneciente a la provincia del Carchi tuvo un rendimiento promedio de 20.3 t/ha
(Monteros Guerrero, 2016). Mientras que de la variedad Violeta no se registran

superficies de siembra ni rendimientos.

La papa es destinada para consumo inmediato, y al igual que otros cultivos de
interés comercial es afectado por plagas y enfermedades (FAO, 2011). Son atacados por
diferentes microorganismos causantes de diversas enfermedades como: enrollamiento de
la hoja, causada por virus (PLRV), tizon tardio por hongo, pierna negra por una infeccion
bacteriana (CIP, 2004). La papa, puede ser portadora exterior o interiormente por hongos
causantes de enfermedades, de los cuales los méas importantes son: Rhizoctonia, Fusarium
y Verticillium (Carlos Moscardi, 1975).

Las condiciones favorables para la aparicion de estas enfermedades son: campos
infestados por microorganismos patdgenos, heridas en los tubérculos, almacenamiento
inadecuado (falta de ventilacion) (FAO, 2016). Las fases donde el tubérculo es més
propenso, es en etapas tempranas de siembra y en almacenamiento (Kroschel, Cafiedo,
Alcazar, & Miethbauer, 2012). Para controlar las enfermedades causadas por hongos, en
Ecuador se realizan entre dos y trece aplicaciones de fungicidas en las etapas de: siembra,
re tape, deshierba, alzada de tierra (Massaro, 2004). Que a su vez depende de las
condiciones ambientales y de la disponibilidad de recursos economicos del agricultor.

Algunos de los fungicidas mas usados son: cymoxanil, mancozeb, propineb,
azufre y metalaxil (Castillo, 2011). El resultado es un alarmante nivel de intoxicacion en
las comunidades campesinas. Ademas, los quimicos que se absorben el suelo muchas
veces no penetra en los cultivos, se escurre y contamina el suministro de agua

(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2008).



1.2 Planteamiento del problema

Una de las principales actividades agricolas que se realizan en los Andes
ecuatorianos es la produccién de papa (Solanum tuberosum). La importancia de este rubro
se debe a que generan altos ingresos econdémicos y adicionalmente, se encuentra presente
en la dieta diaria de la poblacion ecuatoriana (MAG, 2018). Segun el Instituto Nacional
de Estadisticas y Censo (INEC) (2018), en la region sierra existen alrededor de 23 974 ha
cultivadas con este tubérculo y su produccién total alcanza las 269 201 t/afio. Chimborazo
constituye la provincia con la mayor area cultivada, sin embargo, los mayores
rendimientos son obtenidos en el Carchi. Esta provincia presenta una superficie plantada
6 536 ha con una produccion de 133 208 t/afo.

Este cultivo puede ser clasificado en dos grupos: nativas y mejoradas (CIP, 2017).
Las primeras constituye las variedades consideradas patrimonio genético cultural, y
promotoras soberania y seguridad alimentaria de los territorios andinos (MAG, 2018).
Por otra parte, las segundas constituyen a aquellas variedades que han sufrido algun
proceso de fitomejoramiento y seleccion. Las variedades nativas son mayoritariamente
diploides, y han sido desplazadas por las conocidas como genéticamente mejoradas
(dominantes en el mercado), estas por su parte son tetraploides (Solano, 2018).

El monocultivo extensivo de papa sin rotaciones, no solo produce abundantes
cosechas, sino condiciones muy favorables para insectos, hongos, virus y bacterias
patégenos (FAO, 2008). La naturaleza de transmision de estos patégenos dificulta su
control, por lo tanto, numerosas formas de combate han sido investigadas (cultural,
biolégico y quimico) (Milton, 2016). El control cultural comprende la utilizacion de
semillas libres de enfermedad y rotacion e intercalado de cultivo. Las medidas bioldgicas
utilizan organismos o metabolitos producidos por ellos para disminuir el nivel de dafio de
la enfermedad (Moscardi, 1975). Finalmente, el control quimico se basa en la utilizacion
de pesticidas de origen antropogénico para reducir a la minima expresion los sintomas de

las enfermedades

Ademas, las condiciones para la apariciébn de enfermedades son: campos
infestados por microorganismos patdgenos, heridas en los tubérculos, almacenamiento
inadecuado (falta de ventilacion) (FAO, 2016a). Las fases donde el tubérculo es mas

propenso, es en etapas tempranas de siembray en almacenamiento (Kroschel et al., 2012).



Para controlar las enfermedades causadas por hongos, en Ecuador se realizan entre dos y
trece aplicaciones de fungicidas en las etapas de: siembra, aporque, deshierba (Massaro,
2004). De igual forma la cantidad aplicada depende de las condiciones ambientales y de

la disponibilidad de recursos econémicos del agricultor.

A pesar de su efectividad en el control de patdgenos, la manipulacion y contacto
con agroquimicos puede generar efectos negativos en la salud de los agricultores y de
igual forma al ambiente que lo rodea (Cisneros, 2016). Por ejemplo, se ha logrado
evidenciar sintomas de enfermedades cancerigenas, mutagénicas y tumorogénicas ligadas
al uso de pesticidas (Villacrés, 2014). De la misma forma, el consumo de los vegetales
que han sido tratados con estos productos puede provocar cancer en edades avanzadas
(FDA, 2012). Estudios demuestran que existen restos de plaguicidas en la orina y sangre

de los trabajadores (Reyes y R, 2018).

Estos antecedentes han generado una cultura de consumo diferente entre la
poblacién, quienes buscan alimentos inocuos y libres de residuos (Chavarria, 2006). Un
correcto manejo de las plagas y enfermedades beneficiara a los agricultores obteniendo
una produccion mas eficiente, a menor costo, mas segura para su salud, la de sus familias,
respetuosa con el ambiente, los entornos urbanos y sus comunidades (FAO, 2011b). A
consecuencia, los investigadores tienden a implementar de sistemas de produccion

sustentables, sostenibles y amigables con el ambiente.

Finalmente, una de las herramientas usadas para disminuir consecuencias del uso
inadecuado de plaguicidas es el control bioldgico (Lomeli et al., 2014). Los productos a
base de microorganismos presentan resultados positivos ante el control de enfermedades
causadas por hongos (Lomeli et al., 2014). Por otra parte, estudios recientes muestran
accion de compuestos bioactivos como proteinas de papa que inhiben el crecimiento de

hongos patdgenos en plantas (Bartova et al., 2018).
1.3 Justificacion

Diferentes aspectos socioecondémicos tales como: impacto social, econémico,
cientifico y ambienta, requieren cumplir con diversos pardmetros: i) inocuidad: un
producto libre de residuos toxicos para el ser humano, ii) calidad organoléptica: tamafio,
apariencia, sabor y contenido nutricional adecuado y iii) aceptacion del consumidor:

ajustada a las necesidades y condiciones culturales de cada zona. Por otra parte, es preciso
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rescatar papas nativas para la conservacion genética local, y de esta manera mantener el
linaje de tubérculos antiguos. Igualmente, a través de estudios se puede descubrir algin
compuesto u elemento que beneficie a la sociedad en general.

Econdmicamente, aplicar insumos agricolas de bajo costo pero con alta
efectividad en control de plagas reduce la inversion (IPES/FAQ, 2010). De este modo, el
agricultor puede destinar ese dinero a un negocio para generar nuevos ingresos. También,
al incrementar su economia se mejora la calidad de vida de las familias. Dando de esta
manera un ambiente de desarrollo digno para personas que realizan esta labor.
Adicionalmente, el pais puede desarrollar un area que es casi incipiente como lo es la
biorrefineria, esto potencialmente generaria nuevas fuentes de empleo con el

aprovechamiento de materia residual (G-Leguizamoén, M-Puentes, y D-Pérez, 2014).

Ecuador, no cuenta con suficientes reportes cientificos sobre temas que ayuden a
un desarrollo y manejo sostenible de plagas y enfermedades, se requiere aportar con
investigaciones de alto impacto para enfrentar este déficit (FAO, 2018). Por lo que, es
importante explorar en temas como los residuos de operaciones, para encontrar uso y
valor agregado. Al someter a diferentes tratamientos la materia residual, se logra obtener
productos que pueden llegar a tener valor en el mercado (Casoni, 2017). En virtud de
estas necesidades, el aprovechamiento de recursos de desechos permitira aplicar fuentes
alternativas en la elaboracion de controladores bioldgicos(Saucedo-Pompa et al., 2018).
Al mismo tiempo, se generan nuevos proyectos que impulsan el cambio de la matriz

productiva.

De este modo, recientes investigaciones promueven la explotacion de recursos de
la produccion de almidon de papa, de igual forma, mencionan sobre la estabilidad
funcional de las proteinas de papa obtenidas a altas temperaturas y su actividad inhibitoria
(Bartova, Bérta, Vla, y Kone, 2018). Dentro de este marco, se hace necesario enfatizar en
la importancia de la investigacion en nuestro pais, para de esta manera elaborar productos
de baja toxicidad al contacto directo con el trabajador. Y que, a su vez, se aplique un
manejo responsable de residuos para evitar efectos adversos en la salud. Asimismo, se
reduciria la contaminacion del suelo y del agua causada por las lixiviaciones y el

inadecuado tratamiento final de los envases (Bautista et al., 2018).



1.4 Pregunta directriz

¢Es la proteina residual de papa una alternativa para el control de Fusarium sp. en el

manejo de plagas y enfermedades de la papa?
1.5  Objetivos
1.5.1 Objetivo general

Evaluar la actividad bioldgica de proteina residual de papa Solanum tuberosum L,

Solanum tuberosum Vitelotte contra Fusarium sp.
1.5.2 Objetivos especificos

. Extraer proteina residual de papa Solanum tuberosum L, Solanum tuberosum

Vitelotte mediante tratamiento térmico.

. Cuantificar proteina residual a través de un método colorimétrico.

. Analizar la actividad bioldgica de la proteina residual contra Fusarium sp.

. Comparar el efecto inhibitorio entre la proteina residual de las dos variedades
evaluadas.



CAPITULO I1I

1. MARCO TEORICO

1.1 Descripcion taxonémica de la papa

Solanum tuberosum, taxonomicamente pertenece al: reino plantae, division
magnoliophyta, clase magnoliopsida, orden solanales, familia solanaceae, género
Solanum L., 1753, especie tuberosum L., 1753 (SIOVM, 1996). Morfoldgicamente, Stper
Chola es de tubérculos medianos, piel rosada lisa, pulpa amarilla palida y ojos
superficiales (Solano, 2018). Mientras que Violeta, es de tubérculos alargados, piel
amarillo claro con manchas alrededor de los ojos morados, pulpa de color blanco (INIAP,
2010). Morfoldgica y molecularmente Rodriguez (2006), la clasifica en 190 especies

repartidas en cuatro clados (Tabla 1).

Tabla 1

Clasificacién taxondmica de especies de papa

Ploidia Dodds Bukasov (1971) Hawkes Ochoa Huamany  Spooner et
(1962) Lechnovich (1971) (1990) (1990,1999) Spooner al. (2007)
(2002)
2X S.tuberosum S. cafiarense Juz. y S. ajanhuiri S. ajanhuiri S. ajanhuiri  S. ajanhuiri
Grupo Bukasov S. stenotomum S. stenotomum Grupo
Stenotomum S. goniocalyx Juz. y ssp. goniocalyx ssp. goniocalyx  Ajanhuiri
Subgrupo Bukasov ssp. stenotomum Grupo
Goniocalyx S. macmillanii Bukasov Stenotomum
Subgrupo S. phureja Juz. y Bukasov  S. phureja S. phureja
Stenotomum S. rybinii Juz. y Bukasov ssp.
Grupo Phureja  S. stenotomum Juz. y hygrothermicum
Subgrupo Bukasov ssp. phureja Grupo
Amarilla Phureja
Subgrupo
Phureja
3x S.tuberosum S. boyacense Juz. y S. chaucha S. chaucha Grupo S.
Grupo Bukasov Chaucha juzepczukil
chaucha S. chaucha Juz. y Bukasov

S. chocclo Bukasov
S. ciezae Bukasov y Lechn
S. cuencanum Juz. y

Bukasov
S. juzepczukil Bukasov S. juzepczukil S. juzepczukil Grupo
S. mamilliferum Juz. y Juzepczukil
Bukasov
S. juzepczukil S. tenuililamentum Juz. y
Bukasov
4x S.tuberosum S. andigenum Juz. y S.tuberosum S.tuberosum S.tuberosum
Grupo Bukasov ssp. andigena ssp. andigena Grupo Grupo
Andigena S. molinae Juz. ssp. Tuberosum ssp. Tuberosum  Andijena Andijena
Grupo S. leptostigma Juz. Grupo Grupo
Tuberosum S. tuberosum L. Chilotanum  Chilotanum
S.
hygrothermicum
5x S. curtilobum S. curtilobum Juz. y S. curtilobum S. curtilobum Grupo S.
Bukasov Curtilovum Curtilovum

Fuente: (Rodriguez, 2006)



2.2 Produccion de papa

La proporcion de produccion de papas por region registradas entre el afio 2014 y
2016 es de: Europa 31.6%, Oceania 0.4%, Africa 6,7%, Américas 11.3%, Asia 50%
(FAOSTAT, 2017). En América del sur el area cosechada de papas es de 911.999 ha ,
con una produccion de 15.502.969 toneladas en el 2016 (FAOSTAT, 2017). El cultivo de
papa se encuentra dentro de las principales actividades agricolas realizadas en la sierra
andina del Ecuador, debido a su importancia en la dieta de los ecuatorianos y participacion
econdmico social en la generacién de ingresos para las familias productoras (Ministerio

de Agricultura y Ganaderia, 2018).

A nivel nacional, la superficie de siembra es de 32.188 ha, cosecha de 29.532 ha,
y la produccién de 377.243 t y se venden 343.765 (INEC, 2017). Durante el ciclo
productivo del afio 2017, a través del levantamiento y anélisis de informacion, indican
que el rendimiento objetivo promedio nacional de papa fue de 18.92 t/ha. Sucumbios,
Tungurahua, Carchi y Chimborazo, se ubicaron como las zonas productoras con mayor
rendimiento en esta época, superando el promedio nacional en 11, 6.8, 2.9 y 0.3 Tm/ha

respectivamente (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2018).

2.3  Composicion nutricional de la papa

Quimicamente, el tubérculo de papa es de: 72-75% agua, 16-20% almidén, 2-
2.5% proteina, 1-1.8% fibra, 0.15% &cidos grasos (Pefia, 2015). En la composicion de la
papa se destaca el contenido en hidratos de carbono, mayoritariamente en forma de
almidén y una pequefia proporcion como glucosa, fructosa y sacarosa (Moreira, 2013)
(Tabla 2).



Tabla 2

Composicion nutricional de la papa con respecto a gramo comestible

Por 100 g de porcién
comestible

Por racion (170 g)

Energia (Kcal)

Proteinas (g)

Lipidos totales (g)

AG saturados (g)

AG monoinsaturados (g)

AG monoinsaturados (g)

v-3 (9)*

C18:2 Linoleico (v-6) (g)
Colesterol (mg/1000 kcal)
Hidratos de carbono (g)

Fibra (g)

Agua (9)

Calcio (mg)

Hierro (mg)

Yodo (ug)

Magnesio (mg)

Zinc (mg)

Sodio (mg)

Potasio (mg)

Fdsforo (mg)

Selenio (ug)

Tiamina (mg)

Riboflavina (mg) Equivalentes niacina
(mg) Vitamina B6 (mg)

Folatos (ug)

Vitamina B12 (ug)

Vitamina C (mg) 60 60 Vitamina A:
Eq. Retinol (ug) Vitamina D (ug)
Vitamina E (mg)

88 135
25
0.2

0.04
0.01
0.12
0.027
0.09
0

18

2
773

0.6

25
0.3

570
50

0.1
0.04
15
0.25

88 135
3.8
0.3

0.06
0.02
0.18
0.041
0.138
0
275
31
118
13.8
0.9
4.6
38.3
0.5
10.7
872
76.5
15
0.15
0.06
2.3
0.38
184

275

0.2

Fuente: (Moreira, 2013)
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2.4  Enfermedades que afectan a la papa

Existe una amplia gama de enfermedades que afectan tanto a planta como al

tubérculo de papa. Los patdgenos que provocan las numerosas patologias, por lo general

estan presentes en suelo o contenidos en semilla (Castro, 2011). Este cultivo es atacado

por un grupo importante de hongos, bacterias y virus, que afectan diferentes 6rganos de

la planta 'y, por ende, su rendimiento. Algunos ejemplos de agentes patdgenos se muestran
en la Tabla 3.

Tabla 3

Agentes patdgenos gue afectan a cultivos de papa

Patdgeno Etapa de infeccion Via de infeccién
Virus Virus PLRV enrollamiento Inicio de floracion e Semillainfectada, vectores (&fidos pulgones
de hojas inicio de tuberizacion 0 moscas)
Virus del mosaico rugoso
Virus del mosaico latente
Virus del enrrollamiento de
venas
Bacteria Pectobacterium spp (Pie Inicio de floracion e Semillainfectada, vectores (afidos pulgones
negro) inicio de tuberizacion 0 moscas), herramientas contaminadas
Streptomyces scabies (Sarna  Engrose Semilla infectada, vectores (afidos pulgones
comun) 0 moscas), herramientas contaminadas
Hongo Puccinia pittierina (Roya) Final de floracion y final

Rhizoctonia solani (Costa
negra)

Rosellina sp. (Lanosa)
Spongospora  subterrénea
(Sarna polvorienta)
Fusarium sp. (Pudricion
seca)

Phytophthora infestans
(Tizén tardio)

de tuberizacion

Engrose

Agua contaminada, contaminacion cruzada,
semilla contaminada

Fuente: (Mora et al., 2011)

2.5 Género Fusarium

Es un grupo de hongos filamentosos ampliamente distribuidos en suelo y plantas.

Debido a su capacidad de crecer a 37°C, son considerados oportunistas (Tapia y Amaro,

2014). Dentro del género: Fusarium oxysporum, F. solani, F. fujikuroi, y F.

graminearum, son especies representativas en patogenicidad en plantas (Arie, 2019).

Fusarium sp. es un patogeno facultativo con alta capacidad de sobrevivir en

materia organica, ataca la planta cuando esta sufre algin tipo de desbalance (Blanco,

2018). Superficies con cortes o dafios, raices jovenes, son algunas de las zonas por las

que ingresa el hongo y provoca enfermedades, muchas especies de Fusarium sp. causan
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pudricion seca en papa, afectando no solo calidad del tubérculo, sino también

acumulacion de micotoxinas perjudiciales para el consumidor (Xue et al., 2019).

2.5.1 Fusarium en cultivo de papa

Afecta mas de 80 cultivos de importancia comercial, como: papa, tomate, cebolla,
cucurbitaceas, pimiento, chiles picantes, etc. (BAYER, 2017). En la siguiente Tabla 4 se
resume los sintomas y condiciones de proliferacion de las enfermedades causadas por este
hongo.

Tabla 4

Enfermedades producidas por Fusarium y medidas de control

Tipo Enfermedad Sintomas Condiciones de Medidas de manejo
proliferacion
F. Marchitez Amarilleamiento de Plantulas infectadas.  Rotacion de cultivo.
hojas.
oxysporum

Suelos con pH &cido  Tratamientos de suelo.
Menor desarrollo de la vy textura arenosa.

planta. Uso de variedades con
Humedad resistencia genética.
F. solani Pudriciébn en la Crecimiento retardado. Humedad, Rotacién de cultivo.
base del tallo temperatura a 20°C.
Necrosis en  raices Uso de variedades con
principales y resistencia genética.
secundarias.
Fusarium Pudricién seca Manchas sobre el Humedad Evitar dafios durante la
sp. tubérculo. cosecha.
Semillas infectadas.
Tubérculo reducido a Desinfectar lugares vy
pasa. semillas en

almacenamiento.

Fuente: (Castro, 2011), (BAYER, 2017)
2.6 Métodos de control para plagas y enfermedades en papa

Controlar plagas y enfermedades es un gran reto que deben enfrentar los
agricultores, debido a la diversidad de plagas que afectan los cultivos de papa (FAO,
2008a). Existen diferentes métodos para manejar enfermedades en plantaciones, estos
descritos por el manejo integrado de plagas (MIP) permitiendo mantener un indice bajo
de incidencia de enfermedades y plagas lo que resulta econdmicamente aceptable (MIP,
2015). En la Tabla 5, se muestran algunos controles descritos por el MIP tanto para

técnicos, como para agricultores.
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Tabla b

Tipos de controles para plantaciones y semillas

Tipo de Insumo Ventajas Desventajas

control

Quimico Fosetil de aluminio No selectivo
Metalaxyl Eliminacion rapida de Contaminante
MZ 72 WP (Mancozeb accion sistémica) plagas COSt.OSO

Toxico
. Secado de tubérculos y libres de

Fisico

enfermedad -
. " o No elimina

Desinfeccion del suelo por solarizacion a Controla las Poca duracion
15 cm de profundidad enfermedades
Rotacidn de cultivos
Evitar sobresaturacion de agua de riego

Biolégico Trichodermas spp.
Gliocladium spp. Selectivo

Bacillus
Pseudomona fluorescens
Pseudomona siringae

No contaminante
Bajo costo de

Abundante producto
Poco tiempo de duracién
Requiere de abundantes

Streptomyces griseoviridis inversion aplicaciones
; Productos sanos
Agrobacterium .

No téxicos

Inhibicion de crecimiento de patdgenos
utilizando proteina residual

Fuente: (MIP, 2015)

Por su parte, el control bioldgico usa los diferentes mecanismos de accién de los
microorganismos, tales como: excrecion de antibioticos, toxinas, sider6foros, enzimas
liticas e induccion de la resistencia sistémica (Villarreal-Delgado et al., 2018). Los
aislados bacterianos, son ampliamente usados para el control biolégico de enfermedades
fangicas de plantas (Ahmed, 2017).

También, las plantas pueden producir gran cantidad de compuestos bioactivos que
son usados en tratamientos de enfermedades (Altemimi, Lakhssassi, Baharlouei, Watson,
y Lightfoot, 2017). Pueden obtenerse de diferentes estructuras como: hojas, semillas,

tallos y cascaras de vainas (Saucedo-Pompa et al., 2018).

2.7  Propiedades bioldgicas de proteina de papa

Por calidad nutricional, la proteina de papa ha demostrado ser superior a proteinas
de otros vegetales (Dong, Hua, y Hong-nan, 2017). Existen tres principales grupos de
proteinas del tubérculo: glicoproteina (40 kDa), proteinas complejas (22 kDa),
inhibidores de proteinasa patatin. Estas ultimas representa hasta el 40% de proteina
soluble en papa (Ralet y Guéguen, 2000). Ademas, presenta un valor bioldgico superior
a los cereales, esto debido a su mayor contenido de lisina (FAO, 2016) (Tabla 6).
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Tabla 6

Propiedades biolégicas de las proteinas de papa

Actividad bioldgica Ejemplo Referencia
Homeostasis Homeostasis entre acidos grasos saturados y (Koningsveld, 2001)
acidos grasos insaturados, importante en la
aclimatacion de las plantas al frio.

Desarrollo Asociadas a los microtdbulos, regulan el (Liuetal., 2013)
desarrollo de células y 6rganos de las plantas.

Inhibitoria Actividades inhibitorias ante patdgenos de la (Bartova et al., 2018)
tripsina.

Enzimatica Patatin exhibe actividad enzimatica. (Andrews et al., 1988)

Hormonal Serina / treonina proteina fosfatasas tipo 2A (Mufiiz Garcia et al.,
(PP2A) estan implicadas respuestas hormonales 2017)
de plantas.

Mecénicas, térmicas Proteina de papa se usa en diferentes compuestos  (Cztonka Sylwia et al.,
de polimeros. Aplicacion como relleno, mejoran 2018)
las propiedades mecanicas, térmicas y fisicas de
los RPUFs.

2.8 Métodos de recuperacion de proteinas
2.8.1 Extraccion con sales

Este proceso, involucra la precipitacion de proteinas con una solucion salina
diluida y posteriormente la recuperacion se realiza por centrifugacion o filtracion seguido
de un secado(Alvarado, 2014). Asi pues, una de las sales usadas para precipitacion de
proteinas es (NH4)2SO4, demostrando que con éste método se obtiene proteinas de pureza
baja (Nitsawang, Hatti-Kaul, y Kanasawud, 2006). Ademas, en la Tabla 7 se describen

sales metéalicas usadas para precipitar proteinas.

2.8.2 Precipitacion con solventes

Es la aplicacion de disolventes con diferentes polaridades: metanol, etanol,
acetonay etilo, también como disolventes puros: etanol: acetona (1: 1 v/ v) como mezcla
solvente con polaridad intermedia (Grossmann, Ebert, Hinrichs, y Weiss, 2018). Al
mismo tiempo se ajusta el pH a 3.5 utilizando una solucion de HCI 6N para eludir los
compuestos de fosforo, mientras que el sobrenadante se ajusta a pH 7.5 con NaOH 6N
(Watanabe, Maeda, Koyama, Nakamura, y Sasano, 2015). En la Tabla 7.jError! No se e
ncuentra el origen de la referencia. se muestran algunos disolventes organicos usados para

la precipitacion.

2.8.3 Coagulacién por calor y precipitacion acida

La solubilizacion-precipitacion isoeléctrica (ISP) permite la recuperacion de

proteinas de una variedad de fuentes, pueden ser vegetales y animales (Alvarez et al.,
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2018). Autores como Dabestani, A, y Ch (2017), indican que se acidifica las muestras
usando HCI, H2SO4, donde el pH debe estar en un rango de 5.42 para luego ser sometidas
a temperaturas que permitan su precipitacion. Adicionalmente, la Tabla 7 indica una
vision general de algunos de los métodos para recuperacion de proteinas de papa
(Salomons, 2001).

Tabla7

Resumen de métodos para recuperacion de proteinas

Método

Condiciones

Referencia

Coagulacién por calor
y precipitacion acida

Inyeccion de vapor a 104-121°C, alternativamente

intercambiador de calor a 80-95°C.

Sin ajuste de pH (5.6-5.9). Centrifugacién o decantacion.
Ajuste a pH 3-4 con acidos minerales (HCI, H,SOs, H3PO4)
0 4cido citrico, seguido de calentamiento a 80-90°C.
Centrifugacion o decantacion.

Strolle et al. 1973; Meister et al. 1976;
Knorr et al. 1977; Rosenau et al. 1978;
Knorr 1980; Knorr 1982;

Precipitacion con sal
metalica

Precipitacion con
disolventes organicos

Adicién de FeCls.6H,0, ZnCl,, Al, (SO,); para alcanzar un
pH &cido (3-5).

Precipitacién a temperatura ambiente o frio. Lavado de
pellet.

Concentracion final del 20% de etanol absoluto, metanol,
acetona o isopropanol. Incubacién ~ 1 hora, temperatura
ambiente o frio (0 0 4°C), pH 5.0. Lavado de pellet.

Kemmekroonsberg et al. 1997; van
Koningsveld et al. 2001; Ausich et al.
2003; Bérta et al. 2008 van Koningsveld
et al. 2001; Bérta et al. 2008

Ryan et al. 1999; van Koningsveld et al.
2002; van Koningsveld et al. 2002; van
Koningsveld et al. 2006; Barta et al.
2008

CMC complejacién

Carboximetilcelulosa; 0.1-0.15 g/g de proteina, pH 2.5 0 4.5.

Wojnowska et al. 1981; Gonzalez et al.
1991; Vikelouda et al. 2004

Separacion por
membrana

Concentracion 5-10X por UF o RO; retencion de proteinas
utilizando valores de corte de peso molecular en el rango de
3-150 kDa; Membranas de acetato de celulosa,
polietersulfona, poliacrilonitrilo, diversos soportes.

Eriksson et al. 1976; Oosten 1976;
Wojnowska et al. 1981; Boruch et al.
1989; Edens et al. 1997; Ruffer et al.
1997; Zwijnenberg et al. 2002;
Giuseppin et al. 2008

Cromatografia de
adsorcion de lecho
expandido EBA

Cromatografia en lecho expandido; adsorcion de proteinas
del jugo crudo.

pH 7.5 (patatin) o 4.5-4.8 (proteina total), elucién a pH 10-
12 o pH 6.0. Caudales 150-600 cm / h

Streetkvern et al. 1999; Streetkvern et al.
2002; Streetkvern et al. 2005; Claussen et
al. 2007; Giuseppin et al. 2008

2.9

MARCO LEGAL

Constitucién de la Republica del Ecuador 2008

Se considera:

El trabajo de investigacion estd enmarcado dentro del &mbito, Social, Econdémico,
Alimenticio, Cambio de la matriz productiva del pais y los objetivos de desarrollo
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sostenible. De los principios fundamentales de la Constitucion de la Republica del
Ecuador el Art.3 de los deberes primordiales del Estado el numeral 3 indica defender el
patrimonio natural y cultural del pais y proteger el medio ambiente. Los derechos civiles
el Art. 23 el estado reconoce y garantiza en el numeral 6 el derecho a vivir en un ambiente
sano, ecologicamente equilibrado y libre de contaminacion. Art. 25.- Las personas tienen
derecho a gozar de los beneficios y aplicaciones del progreso cientifico y de los saberes
ancestrales. (Politica La Republica Del Ecuador EI Pueblo Del Ecuador, 2008).

De la salud Art. 42 menciona que el estado garantizara el derecho a la salud, su
promocion y proteccion, por medio del desarrollo de la seguridad alimentaria, la provision
de agua potable y saneamiento basico, el fomento de ambientes saludables en lo familiar,
laboral y comunitario, y la posibilidad de acceso permanente e ininterrumpido a servicios
de salud, conforme a los principios de equidad, universalidad, solidaridad, calidad y
eficiencia 2/ Ibidem. De igual manera, este trabajo se enfoca en los objetivos del
Desarrollo Sostenible, los cuales abarca: promover una agricultura y produccién
sostenible, fomentar el crecimiento econdémico, promover la industrializacion inclusiva,

proteger los ecosistemas (Latinoamericano, 2018).

Del medio ambiente Art. 86, numeral 2, la prevencién de la contaminacion
ambiental, la recuperacidn de los espacios naturales degradados, el manejo sustentable de
los recursos naturales y los requisitos que para estos fines deberan cumplir las actividades
publicas y privadas. Los deberes y responsabilidades Art. 97 numeral 16. Preservar el

medio ambiente sano y utilizar los recursos naturales de modo sustentable 3/ Ibidem.

Del régimen agropecuario Art. 267.- El Estado garantizara la propiedad de la tierra
en produccion y estimulara a la empresa agricola. El sector publico debera crear y
mantener la infraestructura necesaria para el fomento de la produccion agropecuaria.
Tomara las medidas necesarias para erradicar la pobreza rural, garantizando a través de
medidas redistributivas, el acceso de los pobres a los recursos productivos. Se estimulara
la produccién comunitaria y cooperativa, mediante la integracion de unidades de
produccion. Regulara la colonizacion dirigida y espontanea, con el propdésito de mejorar
la condicidn de vida del campesino y fortalecer las fronteras vivas del pais, precautelando

los recursos naturales y el medio ambiente 4/ Ibidem.
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En el presente capitulo se detallan las diferentes metodologias y materiales usados para

CAPITULO 111

3 METODOLOGIA

la extraccidn, cuantificacion y pruebas bioldgicas de proteina residual de papa.

3.2.1 Descripcion del &rea de estudio

Ubicacién Politica

2940 msnm (Figura 1). El proyecto tuvo una fase de muestreo y una experimental, la

primera se realiz6 por conveniencia, debido, a la necesidad de rescatar variedades de papa

El area de estudio se encuentra en la comunidad ElI Chamizo, sector El Dorado,
canton Montufar, provincia del Carchi al Norte del Ecuador 585992.9, 191744.1 Este, a

genéticamente conservada.
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Figura 1 Mapa de ubicacién de area de muestreo

Por otra parte, la fase experimental se llevo a cabo en el Laboratorio de Cultivo
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la ciudad de Ibarra en la parroquia San Francisco. El analisis proximal en el Instituto
Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuaria (INIAP) estacion experimental
Santa Catalina en el departamento de Nutricién y Calidad, Laboratorio de Servicio y

Analisis e Investigacion en Alimentos.

Mientras que el ensayo de cuantificacion por Acido bicinconinico (BCA) o ensayo
basado en cobre y electroforesis vertical SDS-PAGE se lo realizo en el laboratorio de

Inmunologia y virologia (LABIV) de la Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE.

3.3  Material bidlogico

Se seleccionaron dos variedades de papas, una comercial denominada Sdper
Chola (S. tuberosum) y otra genéticamente conservada, Violeta (S. tuberosum Vitelotte).
Se recolectaron cuatro tubérculos maduros de aproximadamente 50 g, estos fueron
colocadas en fundas plasticas herméticamente sellada sin retirar la tierra. Con esta primera
muestra se realizaron ensayos piloto, mientras que el resto de la muestra se mantuvo bajo
tierra durante 60 dias después de la cosecha del lote para mantener sus cualidades
organolépticas y evitar el ataque de plagas. Posteriormente, los tubérculos fueron

conservados en bodega a temperatura ambiente.

Por otro lado, el hongo Fusarium sp. usado para probar las pruebas de actividad
antagonista de la proteina, se lo obtuvo del cepario de microorganismos del laboratorio
de Biotecnologia Aplicada de la Universidad Técnica del Norte. El hongo se mantuvo a

una temperatura de 4°C.

3.4 Analisis proximal

Se determinaron el contenido de humedad, proteina, lipidos, extracto etereo,
ceniza y extracto libre de nitrogeno en las muestras siguiendo la metodologia descrita por

Horwitz (1991). Cada muestra analizada fue de al menos 100 g de materia seca.

3.5  Obtencion de almidon
La extraccion de almiddn, se realiz6 mediante el método humedo (decantacion

natural) descrito por Morales (2012). Se trabaj6 con aproximadamente 160 g de papa total
de las dos variedades. Las muestras fueron lavadas con agua potable para retirar
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contaminantes superficiales. Posteriormente, se retird la cascara del fruto para obtener la
pulpa libre, luego se procedi6 a rallar la papa con los agujeros de 3 mm de un rallador
(Hernandez et al., 2008) (Anexo 1).

La pulpa fue separada del agua con una malla plastica de aproximadamente 0.5
mm de didmetro de poro. Los filtrados, se colocaron en vasos de precipitacion de 250 ml.
Se afadieron 80 ml de agua destilada para lavar la pulpa y obtener la mayor cantidad de
almidon, los extractos se mantuvieron en reposo durante 2 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, se retiraron con cuidado el jugo de papa (JGP) de cada una de las
variedades por separado, evitando que las particulas de almidén salgan nuevamente con
el jugo. El extracto retirado fue colocado en probetas de 250 ml para de esta manera medir

la cantidad de agua extraida de cada una de las variedades.

Para obtener un almidén limpio, se resuspendi6 en 20 ml de agua destilada por
dos horas a una temperatura de 22°C. Pasado este tiempo todo el liquido fue removido
hacia la probeta que contenia la muestra anterior, formando una muestra homogénea de
JGP total (Morales,2012). En cada etapa del proceso se pesaron los fraccionados de la
papa (pulpa, almidén hdmedo, almidén seco), se midieron volimenes de JGP, para
posteriores calculos de balance de masa y rendimientos. Se conservaron los

aproximadamente 143 ml de JGP de cada variedad para realizar la extraccion de proteina.

Para determinar diferencias significativas en los rendimientos de almidén de las
diferentes variedades, se realiz6 una prueba de t de Student para muestras independientes

con significancia de 0.05.

3.6  Extraccion de proteina soluble de papa

Para la extraccion de proteina, se tomé como guia el protocolo de Bartova et al.,
(2018). A partir de una alicuota de 90 ml de JGP en vasos de precipitacion de 100 ml de
cada variedad. Se ajustd a un pH de 4 utilizando H2SO4 (0.5M). Seguidamente, se
colocaron 30 ml de cada muestra en un tubo falcon de 50 ml, para centrifugarlas durante
15 min, 1600 G, 4°C (Thermo Fisher). Posteriormente, el almidén fue retenido por
filtracion a través de un filtro Whatman de 3 a 12 um (MN 615) con bomba de vacio
(Rocker 410).
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A continuacion, los filtrados fueron sometidos a tratamiento térmico para la
obtencidn de proteina térmicamente estable. Para esto se colocaron las muestras en bafio
maria (Memmert WNB 7) durante 10 minutos para las temperaturas T1=50°C, T2=75°C,
mientras que para la temperatura tres T3=100°C se colocaron los tubos sumergidos en
agua en estado de ebullicion. Finalizado el tratamiento térmico, se realizd una segunda
centrifugacion por 20 min, 3600 G, 20°C, con el fin de precipitar la proteina
desnaturalizada. Las muestras se almacenaron en alicuotas de 15 ml a -20°C, para

posteriores pruebas (Anexo 2).

3.7 Fraccionamiento de proteinas post tratamiento termico

Los sobrenadantes concentrados de proteina de las diferentes variedades de papa
se sometieron a dialisis contra agua destilada en un cassette con membrana de corte (M)
(Thermo SCIENTIFIC; Slide-A-Lyzer™ G2 Dialysis Cassette, 87735) de 20 kDa. Para
ello se hidratd cada uno en agua destilada estéril durante 2 minutos en vasos de
precipitacion de 200 ml. Posteriormente, fueron removidos del agua para agregar 3 ml de

muestra de proteina de cada tratamiento por variedad (Fisher, 2014).

Una vez distribuida la muestra, se colocaron los cassettes (individualmente) en los
vasos de precipitacion con el agua destilada auto clavada durante 4 horas a temperatura
ambiente. Seguidamente, las muestras se mantuvieron en dialisis durante 48 horas mas a
4 °C. Finalmente, se extrajeron las proteinas tanto del dialisato como del interior del

cassette de didlisis, para conservarlas a -20 °C y sus andlisis posteriores.

3.8  Cuantificacion de proteina por colorimetria

La cuantificacion de proteina en todo el ensayo se realizO por el método de
Bradford utilizando el kit de ensayo (Bio Basic Inc, Better Bradford Protein Assay Kit,
SK 3041.), siguiendo las instrucciones de la casa comercial. Para establecer la curva de
calibracion se utilizaron diluciones seriadas de albimina de suero bovino (BSA). Para el
analisis se tomo un volumen final de 100 ul de cada muestra de proteina de papa: JDP,
tratamientos térmicos y dialisis de las diferentes variedades utilizadas en este estudio.
Posteriormente se afiadieron 1000 pL de reactivo Bradford a cada muestra para incubarlas
a temperatura ambiente durante 10 minutos. La reaccion fue valorada mediante

espectrofotometria con una absorbancia de 595 nm (Rossi et al., 2014).
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3.9  Electroforesis vertical SDS-PAGE de las fracciones proteicas

Para identificar el perfil de proteinas en funcién del peso molecular procedente de
cada tratamiento por variedad evaluada se procedi6 a analizar a través de una
electroforesis vertical de SDS-PAGE (Menard, 2002), realizada en colaboracion con el
laboratorio LABIV-ESPE.

3.10 Evaluacion de la actividad antifangica de las fracciones proteicas

La actividad antifungica se determiné colocando la proteina directamente en el
medio de cultivo con tres repeticiones por tratamiento (Tabla 8). Se prepar6 medio de
cultivo agar papa dextrosa (PDA) (Difco™ Potato Dextrose Agar) adicionando 1 ml de
muestra de proteina filtrada (MF-Millipore™ 0.22 um) para cada uno de los tratamientos
realizados. Se distribuy6 10 ml de medio de cultivo que contenia la proteina en cajas de
Petri estériles de (60 x 15 mm) y se procedio a inocular el hongo en el centro de las cajas.

Para el analisis de inhibicidn se procedié a dividir las cajas preparadas con medio
en cuatro cuadrantes (Figura 2) destacando las coordenadas x e y. Posteriormente, se
inocula Fusarium sp en la coordenada 0.0 con capilar. Las placas se incubaron a 26°C
(MEMMERT Tv 400). Se midio el crecimiento radial (Vernier Digital Caliper 0-150 mm)
durante 5 dias en intervalos de 24 h.

R=28.5 mm

=
<

Figura 2 Caja de Petri dividida en ejes para pruebas inhibitorias

3.11 Analisis estadistico de datos

Para establecer diferencias significativas se aplicaron pruebas de estadistica
paramétricas como t de student para muestras independientes en el caso del analisis de

contenido de almidon. Se aplico analisis de varianza (ANOVA) ajustado a un disefio de
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bloques completos al azar (DBCA) para los contenidos proteicos y pruebas de inhibicion.
En el caso de los contenidos proteicos, se ajustdé a un modelo factorial AxB, donde, el
primer factor fue variedad (A) y como segundo factor la temperatura de extraccion (B)
(Anexo 3). Por otra parte, para las pruebas de inhibicidon, se ajusté a un modelo factorial
AXBXC, donde, el primer factor pertenece a variedad (A), el segundo factorial es la
temperatura de extraccion (B) y finalmente el tercer factor que es el tipo de proteina (C).
Se comprobo los supuestos de independencia, normalidad y homogeneidad de varianzas.
La independencia se asume debido al disefio del experimento, la normalidad fue evaluada
mediante la prueba de Shapiro Wilk y la homogeneidad mediante la prueba de Levene
(Anexo 5y Anexo 6). Adicionalmente, se aplicaron pruebas de significancia Tukey (5%)
en todas las fuentes de variacion que resultaron significativas después de la realizacion
del ANOVA con un p <0.5. Utilizando el programa IBM SPSS Statics 22.

Tabla 8

Niveles de los factores y tratamientos

Tratamiento Codigo Significado
1 SPT1 Slper Chola + 50 °C
2 SPT2 Stper Chola + 75 °C
3 SPT3 Stper Chola + 100 °C
4 VT1 Violeta + 50 °C
5 VT2 Violeta + 75 °C
6 VT3 Violeta + 100 °C
7 SPT1>20 kDa  Stper Chola + 50 °C + Retenida (>20 kDa)
8 SPT2>20 kDa  Slper Chola + 75 °C + Retenida (>20 kDa)
9 SPT3>20 kDa  Super Chola + 100 °C + Retenida (>20 kDa)
10 VT1>20kDa  Violeta + 50 °C + Retenida (>20 kDa)
11 VT2>20kDa  Violeta + 75 °C + Retenida (>20 kDa)
12 VT3>20kDa  Violeta + 100 °C + Retenida (=20 kDa)
13 SPT1<20 kDa Super Chola + 50 °C + Filtrada (<20 kDa)
14 SPT2<20 kDa Super Chola + 75 °C + Filtrada (<20 kDa)
15 SPT3<20 kDa Super Chola + 100 °C + Filtrada (<20 kDa)
16 VT1<20kDa Violeta + 50 °C + Filtrada (<20 kDa)
17 VT2<20kDa Violeta + 75 °C + Filtrada (<20 kDa)
18 VT3<20 kDa Violeta + 100 °C + Filtrada (<20 kDa)
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CAPITULO IV
4 RESULTADOS

El presente capitulo detalla los resultados obtenidos en la caracterizacion elemental,
rendimientos de almidén y proteina, asi como también la actividad inhibitoria de los

extractos proteicos obtenidos mediante tratamiento térmico.

4.2 Analisis proximal

Los niveles de proteina obtenidos para pulpa de papa en base seca son similares
entre variedades (Anexo 7). Se reflejan valores semejantes de proteina en pulpa de Super
Chola y en Violeta con 0.124 y 0.108 g/g respectivamente (Tabla 9). El contenido de

fibra tanto para cascara, como para pulpa se aproximan entre variedades.

Tabla 9

Composicion proximal (g/g) de las variedades (base seca)

] Super Chola Violeta
Parametro

Pulpa Céascara Pulpa Céscara
Humedad (g/g) 0.761 0.771 0.790 0.830
Proteina (g/g)  0.124 0.108 0.135 0.121
Fibra (g/g) 0.047 0020 0.046  0.022

4.3  Composicion del extracto de pulpa de papa

La prueba t de Student para la variable almiddn reportd que no existen diferencias
significativas (t= -0.383; gl=4; p= 0.673) (Anexo 8). Super Chola presentd un contenido
de 13.84 g DW y Violeta 11.46 g DW para almidén. El rendimiento obtenido en esta
variable reporté que Super Chola tuvo 0.44 g DW/g DW pulpa, mientas que de Violeta
fue 0.41 g DW almiddn/g DW pulpa.

Por otra parte, la cantidad de proteina soluble en el JDP fue para Super Chola de
3.58 gy Violetade 2.24 g. (

Anexo 9). Las variedades evaluadas mostraron un rendimiento de proteina
contenida en el jugo (g proteina total JDP/g proteina DW pulpa) de 0.95, 0.62, para Super

Chola y Violeta, respectivamente. Ademas, es relevante mencionar que los extractos de
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JDP mostraron diferentes coloraciones, donde Super Chola revel6 un color amarillo

diferente a Violeta quien expreso un color rojo naranja.

4.4  Caracterizacion de las fracciones proteicas post tratamiento térmico

Se encontraron diferencias significativas en el contenido proteico para el factor
temperatura (F=143.82; gl= 2, 10; p<=0.001) y para la interaccion variedad y
temperaturas (F=11.09; gl= 2, 10; p=0.003) (Anexo 10). La prueba de Tukey (5%) resulto
en tres rangos de significancia, en el primer nivel se ubicd Super Chola con extraccion a
50°C (8.6 mq), por otra parte, al final se ubico Super Chola con extraccién a 100°C (4.6
mg) (Figura 3).
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Figura 3 Contenido de proteina (mg) por tratamiento térmico y variedad

Mediante el andlisis de electroforesis vertical SDS-PAGE se determind que el
método de extraccion a 50°C obtuvo proteinas en un rango de 10 hasta 100 kDa para las
dos variedades. Por otra parte, el método a 75°C extrajo proteinas en rangos de 10 hasta
25 kDa. Finalmente, la extraccion a 100°C generd un rango de proteinas de 10 a 15 kDa
(Figura 4).

Adicionalmente, se observaron perfiles proteicos de 15, 20, 35 kDa para Super
Chola a 50°C reflejando una mayor concentracion de proteina en comparacion con
Violeta a la misma temperatura. Cabe mencionar que a 100°C no se observan bandas

correspondientes a proteinas sobre los 15 kDa. (Figura 4).
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Figura 4 SDS- PAGE de protelhas de SuperC y V|oIeta Violeta a temperatura de 50°C
(VT1), Violeta 75°C (VT2), Violeta 100°C (VT3), Stper Chola 50°C (SPT1), Super Chola
75°C (SPT2), Stper Chola 100°C (SPT3).

Las muestras de proteina retenida en la membrana (>20 kDa), en el gel revel6 que
Violeta a 50°C mostrd proteinas de 35 hasta 25 kDa, mientras que a 75°C indico proteinas
de 15y 10 kDa; y a 100°C unicamente presento proteinas de 15 kDa. Las muestras de
Super Chola a 50°C dentro de la membrana revelaron proteinas de 35 hasta 10 kDa; las
obtenidas a 75-100°C marcaron proteinas de 15 y 10 kDa. Por otra parte, el filtrado de

JDP (<20 kDa) no reveld presencia de proteinas Figura 5.
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Figura 5 SDS-PAGE proteinas de papa filtradas con membrana. Violeta (V), temperatura (T),
Super Chola (SP).
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45 Analisis de la actividad antifingica de las fracciones proteicas post

tratamiento térmico

La actividad antifungica de las fracciones proteicas de Super Chola en los dias
evaluados presento actividad lineal, donde, hasta el tercer dia tenia un crecimiento lento
para luego mostrar una pendiente mas pronunciada como se indica en la Figura 6 A. Caso
diferente a la actividad de la variedad Violeta, que presentd un crecimiento exponencial
hasta el dia 3 para luego estabilizarse entre el dia 3 y 4 Figura 6 B. Las tres variables
seleccionadas (variedad, tiempo y tipo de proteina) poseen coeficientes de regresion
parcial significativos (Anexo 11) (R?= .83, p< 0.001) para la variable tiempo siendo esta

la qué més se relaciona a la ecuacion.
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E 1200 é 1200
g 800 S 800
< 400 L 400
0= 0

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Tiempo (dias) Tiempo (dias)
A B
—A— Proteina Total <20kDa —4—>20kDa

Figura 6 Area de crecimiento de Fusarium sp. con respecto al tipo de proteina y las variedades
Super Chola (A) y Violeta (B)

Es asi como para la variable variedad presenta (R?= .87, p< 0.001), mientras que
para el tipo de proteina (R?= .88, p< 0.001) de correlacion. Se excluye la variable
temperatura de extraccion por su baja correlacion lineal. En el Anexo 12 se expresa la

ecuacion del modelo y el diagrama de dispersion.

Se encontraron diferencias significativas para el dia uno, tanto para variedad (F=
53.15; gl= 1; p< 0.001), tipo de proteina (F= 3.95; gl= 2; p= 0.029) e interaccion entre
proteina y variedad (F= 3.50; gl= 2; p= 0.042) (Anexo 13); Tukey indicé diferencias

significativas en proteina total y proteina mayor a 20 kDa con significancia de 0.027.
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Como indica la Figura 7 el hongo contra proteina total de Stper Chola muestra
menor crecimiento.
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Figura 7 Didmetro del area de inhibicion de Fusarium sp. dia 1

De igual manera, el dia tres evidencié diferencias significativas para variedad (F=
20.34; gl=1; p=0.001) (Figura 8), tipo de proteina (F= 31.25; gl= 2; p< 0.001) (Figura
9) (Anexo 15). Adicionalmente, los ensayos reportaron que las proteinas totales de Super

Chola presentaron mayor inhibicion del crecimiento del hongo fitopatogeno.
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Figura 8 Didmetro del area de inhibicién por Variedad contra Fusarium sp. en el dia 3
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Figura 9 Didmetro del area de inhibicion por tipo de proteina contra Fusarium sp en el dia 3
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Para el cuarto dia, se evidenciaron diferencias significativas en variedad (F=
456.67; gl=1; p<0.001) (Figura 10), tipo de proteina (F= 32.20; gl= 2; p< 0.001) (Figura
11) (Anexo 16). Sumado a la prueba de significancia, el analisis del gréafico para este dia,
la proteina total de Violeta muestra menor crecimiento del hongo.
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Figura 10 Diametro del area de inhibicion con respecto a las variedades en el dia 4
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Figura 11 Diametro del area de inhibicién con respecto al tipo de proteina en el dia 4

Mientras que, el dltimo dia evaluado, ANOVA marcd diferencias significativas
entre variedad (F= 419.82; gl= 1; p<0.001) (Figura 12) y proteina (F= 37.07; gl= 2;

p<0.001) (Figura 12), como en los casos anteriores, proteina total presenté mayor
inhibicion.
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Figura 12 Diametro del area de inhibicién de Fusarium sp. en el dia 5
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Se representa en la Figura 13, que Fusarium sp. contra proteina total tiene menor

area de crecimiento en comparacion con la filtrada y retenida.
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Figura 13 Diametro del area de inhibicidn con respecto al tipo de proteina en el dia 5

4.6 Comparacion del efecto inhibitorio entre variedades

Fusarium sp, expuesto a distintos tipos de proteinas extraidas a diferentes
temperaturas, revelaron que: en Super Chola tiene mayor area de crecimiento frente a
proteina de 50°C de tipo filtrada. A su vez, proteinas extraidas a 100°C y de tipo total,
son las que exhiben menor area de crecimiento. Mientras, para Violeta, en el caso de
proteina retenida extraida a 100°C expuso mayor crecimiento, frente a proteina total

extraida a 75°C presenta menor &rea de crecimiento (Figura 14).
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Figura 14. Crecimiento del patdgeno expuesto a temperaturas y variedades y proteina.
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Adicionalmente, estos ensayos de accion inhibitoria, en condiciones antes citadas,
demostraron cambios de coloracion dependiendo de la variedad y tipo de proteina a la
que se encontraba expuesto. Es asi, que para Violeta las coloraciones del hongo
fitopatdgeno se tornaron de la gama café claro Figura 15 A, mientras que, para Super

Chola de la gama granate Figura 15 B.

Figura 15 Cambios de coloracién de Fusarium sp producido ante la presencia de proteina de
Violeta (A) y Super Chola (C), (B y D) es la vista anterior del hongo.
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CAPITULO V

5 DISCUSION

Composicion del extracto de pulpa de papa

El almiddn es considerado un factor importante en la funcionalidad de la papa, en
aplicaciones alimentarias e industriales (Blennow, 2009). El contenido de almidén varia
de acuerdo al tipo de papa como menciona Melina (2010), en su estudio indica que las
papas nativas pueden contener 16 g, mientras que variedades comerciales hasta 29 g, caso
similar al de esta investigacion debido a que en la variedad comercial se obtuvo valores

de almidon superiores al de la variedad nativa.

Ademas, otros trabajos refieren que el contenido de este elemento también varia
de acuerdo a la coloracion del tubérculo, es asi como lo indica Cartier (2017), en el reporte
indica que las papas de tono amarillo y anaranjado son las que contienen mayor cantidad
de almiddén en comparacion a las de otros colores. Esto podria explicar el resultado que
se obtuvo en el trabajo realizado, dado que la papa de color amarillo alcanzo cantidades

de almiddn superiores al de la papa de color blanco.

Con el método por decantacion empleado en este trabajo se obtuvieron
rendimientos de almiddn similares a los de Zarate (2014), quien reportd un rendimiento
de 9% (g/g), directamente proporcional al contenido de almidon del elemento. Sin
embargo, se evidenci6 una pérdida inferior a 5% de almidon en pulpa y centrifugado del
JDP, al igual como lo reporta (Melina, 2010). Otro método como es el de centrifugacion
usado por Pefia (2017), muestra rendimientos de almidon 10% menores a obtenidos por
decantacion. Se han realizado modificaciones para obtener almidon puro de papa a través
de grupos acetilos donde, Vargas, Martinez, y Velezmoro (2016), obtuvieron contenidos

iguales pese a la modificacion en el método de extraccion.

Adicionalmente, estudios como el de (Brenes, 2015), evaluaron rendimientos de
almidon en hibridos F1 de S. tuberosum reportando que no existen diferencias
significativas por variedades. Como se indicé anteriormente, las variedades comerciales
o modificadas genéticamente contienen mayor cantidad de almidon, pese a esa mayor
cantidad, estadisticamente no es significativa esta superioridad. Ademas, es importante

mencionar que el modo de cultivo (tradicional u organico) no afecta a la obtencion de
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este elemento, puesto que estudios indican la no presencia de diferencias significativas y
la no influencia de la misma en el contenido (Nelson, Eduardo, & Carlos, 2010). A pesar
de que en este trabajo no fue evaluada esa variable es importante para reducir los errores

cometidos.

Con respecto al contenido de proteina soluble en cultivos nativos, investigadores
del CIP (1973), obtuvieron valores maximos de 9% y minimos de 4%, semejantes a los
que se obtuvo en el presente trabajo (8 a 11%). De manera similar estudios como el de
Brito (2004), reporta en otros tubérculos valores de proteina entre 9 a 10% semejantes a
los ya mencionados. Con respecto a que Super Chola presentd cantidades de proteina
soluble superiores a las de Violeta, citamos el estudio de Bradshaw, Bryan, y Ramsay
(2006), quienes expresan que al realizar mejoramientos genéticos se puede potenciar la
expresion de proteinas en variedades. Lo que probablemente sea la razdn de los resultados
obtenidos con Super Chola. Adicionalmente, estudios realizados en papa colombiana, han
encontrado valores proteinicos desde 1.8 a 2.8%, siendo el de papa comercial el valor mas
alto en contenido con 2.83% (Prada, 2008).

Se ha evaluado proteinas solubles en hojas, tallos, raices y tubérculos fertilizados
ecologicamente, los cuales no demostraron diferencias en su contenido (Abreu et al.,
2017). Del mismo modo estudios han determinado la cantidad de proteina soluble en
diferentes etapas fisiologicas del tubérculo, obteniendo mayor contenido de proteina en
etapa de floracion (Ixchel et al., 2015). Asi mismo, otros autores sefialan que el contenido
de proteina esta correlacionado de manera inversa con el contenido de almidén (Pefia,
2015). En el trabajo que se realizd expresamos lo contrario, ya que la papa gque contenia

mayor porcion de almidon también obtuvo superior contenido de proteina.

A nivel de conservacidén genética, investigaciones revelan que los cambios
climaticos como la sequia influyen en la expresion de genes, estos se activan dependiendo
de la zona requerida (Pieczynski et al., 2018). Esta podria ser una de las razones por las
cuales los contenidos de proteina son bajos, ya que las papas evaluadas son de zonas
lluviosas y podria ser que no se activen algunos genes. Adicionalmente, las proteinas de
las papas han sido clasificadas y nombradas en base a diversas propiedades incluyendo
estructura, solubilidad y peso molecular, en el trabajo de Kumar (2020) nombra que las

papas contienen albumina y globulina, prolamina y glutelina tanto en Andigena como en
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Phureja-Tuberosum. De esta manera consideramos que en las variedades evaluadas

podrian ser portadoras de estas proteinas.

Estudios de Brierley, Bonner, y Cobb (1996), revelaron que el tiempo de
almacenamiento y temperatura de conservacion entre 20-26°C afectan a las proteinas del
tubérculo provocando degradacion. A pesar de que este factor no fue considerado en esta
investigacion, es importantes mencionar, ya que podria ser una de las causas del descenso
en el contenido proteico. Ademas, es probable que la disponibilidad de macroelementos
como el fosforo y su disponibilidad en el suelo influya en el bajo contenido de proteina
en el tubérculo (Leonel et al., 2017). De igual forma esta variable no fue analizada, pero
es importante mencionarla para entender los factores que pudieron afectar el contenido

de proteina obtenido.

Fracciones proteicas y su caracterizacion post tratamiento térmico

La proteina recuperada de papa a través de tratamiento térmico en la presente
investigacion indico degradacion. A este acontecimiento se suman estudios de Ralet y
Guéguen (2000), donde sefialan que a temperatura de 40°C la proteina muestra una
solubilidad del 60%, mientras que a 80°C observaron 43% de solubilidad. De manera
similar, Pots (1999), indica que a temperatura mayor a 70°C se produce degradacion de
proteinas >20 kDa. Mientras que David y Livney (2016), recuperaron proteinas de 6-8
kDa a temperaturas de 50 a 100°C. En el mismo contexto, Kumar (2020), sefiala que a
una temperatura de extraccion de 80°C se obtiene inhibidores de proteasa (Pis) de 5 a 25
kDa de peso molecular; mientras que a una temperatura de 50°C se alcanza patatina con
un peso que va desde 40 a 45 kDa de peso. Con estos antecedentes podemos supones que
en las muestras de Violeta y Super Chola contienen inhibidores de proteasa (Pis) y
patatina. Esta ultima mencionada, Jesper Malling Schmidt, Damgaard, Greve-Poulsen,
Larsen, y Hammershgj (2018), sefialan representa hasta un 40% de la proteina total de la

papa, por lo que su presencia en esta investigacion puede ser relevante.

Cabe considerar variables que no fueron tomadas en cuenta en esta investigacion
como es el pH y la vida media de las proteinas. Reportes indican a un rango de 3 se
obtiene patatina pero con una vida media baja; mientras que a un pH de 7 reporté una
vida media alta. Ademas, indican que a un pH 5 el contenido de patatina y su vida media

obtuvieron significancia. (Jesper Malling Schmidt, Damgaard, Greve-Poulsen, Larsen, y
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Hammershgj, 2018). De esta manera consideramos que con el pH trabajado en esta
investigacion obtenemos proteinas funcionales mencionadas con anterioridad. Mientras
que, con respecto a la vida media no fue evaluada, en tal sentido investigaciones
mencionan que la vida media de las proteinas viene dada por su estabilidad y con esto su
funcionalidad (Jesper Malling Schmidt et al., 2018).

En el proceso de dialisis se obtuvo baja difusion de las muestras. Algunas
investigaciones sobre los efectos de utilizar membranas de corte para ultrafiltracion de
jugo de papa, describen que el flujo disminuye con el tiempo, debido a formacion de una
capa de gel secundario que bloquea los poros de la membrana (Schmidt, Greve-Poulsen,
Damgaard, Hammershgj, y Larsen, 2016). Por lo tanto, podemos mencionar que la baja
difusion fue debido a la presencia de esta capa secundaria que bloque6 el paso de las
proteinas de bajo peso molecular. Sumado a esto, Darnon, Belleville, y Rios (2002)
indicaron que, la alta concentracion de proteinas tiene un efecto limitante sobre el flujo,
esto debido a la saturacion de proteinas en los poros de la membrana. Una posible causa
pudo ser que la muestra se encontraba diluida, otra razon, que la matriz de SDS-PAGE
podria ser mejorada ocupando el método tricine SDS-PAGE 2-DE empleado por

(Béartova, Barta, Vla, & Kone, 2018), quien observé proteinas de hasta 5 kDa.

Cuantificacidn de proteina de papa por el método de Bradford

Para la cuantificacion de proteinas, Wu y L (1993), refieren al método de
Bradford como completo para colorimetria de proteinas solubles. Un ejemplo donde
emplearon este procedimiento, es en la investigacion de Van Koningsveld et al., (2006),
donde utilizaron este ensayo para estimar concentraciéon de proteinas. Otro ejemplo de
uso, es en una planta piloto de extraccion de proteinas de papa de Waglay, A, K, Z,y L
(2019). En cada uno de estos casos fue permitida la estimacion de concentracion de

proteina como también lo fue para este trabajo para proteinas de Super Chola y Violeta.

Una de las limitaciones que podria afectar la cuantificacion es el uso de
detergentes para remocion de proteinas de un extracto. Sin embargo, en el presente
estudio el método de extraccion no aplica detergentes, validando asi la cuantificacion por
Bradford (1976). Siendo contrario el caso, Cheng, Wei, Sun, Tian, y Zheng
(2016),describe a Bradford como un método de cuantificacion rapida y sensible, incluso

cuando la solucion de proteinas contiene substancias interferentes (Cheng et al., 2016).
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Actividad antifungica

Fusarium sp, ante fracciones de proteina de papa Violeta extraidas a 75°C
presentd menor area de crecimiento en comparacion con el control, que indicé
crecimiento exponencial. En el contexto del crecimiento del hongo, diversas
investigaciones mencionan el crecimiento lineal, es asi que Dannemiller, Weschler, y
Peccia (2017), realizan una regresion lineal indicando un R?=.62 con respecto al tiempo.

Algo semejante ocurre en nuestro trabajo que indica un comportamiento similar.

De este modo, autores mencionan que las fracciones de proteina aisladas difieren
en relacion con su estabilidad funcional y capacidad para mantener la integridad
estructural en dependencia de temperaturas crecientes (Bartova et al., 2018). Por lo que
podemos presumir que la baja actividad inhibitoria de las proteinas obtenidas a 100°C
pudo ser por la pérdida estructural y funcional. Como mencionamos anteriormente, la
funcionalidad de las proteinas viene dado por su vida media, por lo que investigaciones
como la de Pots (1999) y Bartova (2018) marcan que el punto medio de estabilidad de la
patatina es a 49°C la que suponemos se obtuvo en este estudio. A pesar de esta estabilidad,
las proteinas de Super Chola y Violeta obtenidas a esta temperatura no inhiben el

crecimiento e Fusarium sp.

Las regiones conservadas de las proteinas pueden conferir actividad inhibitoria
(Rosahl, Schmidt, Schell, y Willmitzer, 1986). Rosahl (1986), indican mediante
caracterizacion que hay dos posiciones que estan ocupadas por el mismo nucledtido en
todos los intrones de patatina de cinco variedades analizadas. Como se viene enunciando,
la probable presencia de esta proteina en nuestras variedades, se podria decir que la
variedad Violeta contiene mayor cantidad con sus regiones conservadas, mientras que, en
comparacion con Super Chola al ser modificada genéticamente pudo perder estas
regiones que quizd confiera dicha actividad biol6gica. Adicionalmente, dentro del
contexto de perdida de funcionalidad, Bartovad (2018) menciona que se producen
alteraciones en estructuras a-helicoidales en temperaturas de 80 y 100°C, mientras que, a

80°C las estructuras permanecen funcionales.

Es importante mencionar que las pruebas estadisticas no sefialan diferencias
significativas a las proteinas obtenidas bajo 75°C, siendo esto contrario a lo obtenido por

Bartova en su estudio, donde si demostrd diferencias en inhibicidn a una temperatura de
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80°C. Por su parte, ellos trabajaron con cepas de F. solani y F. oxysporum y a una
temperatura de 80°C, mientras que, en la presente investigacion se trabaj6 a 75°C y con
proteinas diluidas, por lo tanto, estas pueden ser algunas de las razones por la que no se
reporta diferencias. Por otra parte, Kowalczewski (2019); demostrd que el tratamiento
térmico no afecta la actividad bioldgica de las proteinas. Siendo esto contrario a los

reportes de otros trabajos ya mencionados.

En esta investigacion, proteinas de Violeta alcanzan mayor actividad, siendo esta
papa nativa la que conserva tolerancia o resistencia a tensiones bidtica o abiotica
mencionadas por Ortiz y Mares (2017). Por otro parte, es importante mencionar estudios
de Bartova, B, V, y K (2018), ya que, identificé en S. tuberosum a una temperatura de
80°C posee inhibidores de serina proteasa siendo estas proteinas menores a 20 kDa
responsables de la actividad inhibitoria. Por lo que podemos suponer también la presencia
de estas proteinas en las variedades experimentadas, ya que obtuvimos proteinas de 25
kDa y menores a estas. Del mismo modo, Pouvreau (2004), reportd presencia de
inhibidores de proteasa que se presume que existen en el trabajo para conferir esta

actividad en el pool de proteinas de papa.

Cabe considerar, otra de las posibles causas de la baja actividad inhibitoria de los
filtrados proteicos de las variedades evaluadas en este trabajo, puede deberse a que, la
realizacion de dialisis disminuye la concentracion de proteinas, asi como lo anuncia
Bértova (2018), donde para obtener mayor actividad es necesario la realizacion de
filtrados de abundante muestra y de esta manera obtener un concentrado de proteina
filtrada.

En consecuencia, Fusarium sp. ante fracciones de proteina, mostré un cambio de
coloracion en este estudio. Las transiciones de color del hongo pueden deberse a que la
papa contiene glicoalcaloides como a-solanina, que acciona actividad fitotoxica y
fitopatdgena ante sustancias y entes extrafios (Marciano, 2015). Sin embargo, no se han
encontrado estudios directamente relacionados con el hongo y su cambio de coloracion
ante estas proteinas. Otra de las causas probables del cambio de coloracion, puede deberse
a la produccion de toxinas propias del hongo, que se activan para aumentar su virulencia
y defensa como respuesta a sustancias toxicas producidas por fracciones proteicas en el
medio de cultivo (Villa-Martinez et al., 2014).

36



CAPITULO VI

6 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
6.1 Conclusiones

. El método de tratamiento térmico para la obtencion de proteina residual en papa

fue factible tanto para la variedad comercial como para silvestre.
. El contenido de proteina decrece a medida que se incrementa la temperatura.

. Las proteinas obtenidas de las dos variedades presentan un peso que va desde 150
hasta 10 kDa, siendo la mas abundante la de 50 kDa tanto en Super Chola como en
Violeta.

. La proteina residual como tratamiento inhibitorio para Fusarium sp. funcioné de

manera diferencial, siendo mejor el tratamiento a 75°C.

. La actividad inhibitoria conferida por proteina residual de papa de variedad

Violeta fue més efectiva que la variedad comercial.
6.2  Recomendaciones

. Ensayar la extraccion de proteinas a una temperatura de 80°C, que segun indica

la literatura es la que mas inhibe el crecimiento de Fusarium sp.

. Profundizar estudios en proteinas, no solo de papa sino también de otros
tubérculos y raices Andinas. En tal sentido, se podria aplicar diversos métodos de
extraccion como podria ser el de solventes organicos y de esta manera contribuir con
investigaciones de alto impacto y que generen un cambio en favor de la investigacion,

economia y medio ambiente.

. Probar actividad bioldgica de proteinas de otras variedades de papa y con otros
microorganismos patdgenos a traves de pruebas in vitro, para impulsar el uso de

controladores bioldgicos.

. Considerar la aplicacion de otras metodologias para separar proteinas como lo es
cromatografia por exclusion de tamafio para evitar perdida de muestra y optimizar los

procesos.

. Liofilizar la proteina obtenida mediante tratamiento térmico y probarla

directamente en semillas de papa y comprobar su funcionamiento y efectividad.
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ANEXOS
Anexo 1

Preparacion de las muestras de papa

Preparacion de la papa: lavado (A), retiro de la corteza y rallado (B), precipitacion del almidén (C),
jugo de papa (D)de violeta (b) y stper chola (a), almidén (E).

Anexo 2

Extraccién de proteina de las variedades
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Se presenta el ajuste de pH con H2SO40.5M (A), Centrifugacion (B), tratamiento térmico (C) y
finalmente la proteina (D)

Anexo 3

Esquema del anélisis de la varianza para el contenido proteico

Fdv Gl
Total 18
A 1
B 2
AxB 2
Repeticién 2
Error 10

Esquema a partir de la cuantificacién

Anexo 4

Esquema del analisis para la actividad antifingica

FdVv Gl
Total 53
A 1
B 2
C 2
AXxB 2
AxC 2
BxC 4
4
2
3

AxBxC

Repeticion

Error
Anexo 5

Supuestos para el contenido Proteico

Pruebas de normalidad (A)

Shapiro-Wilk
Variedad Estadistico gl Sig.
Contenido Proteina (mg) Violeta 933 9 511
Super Chola 793 9 017

*. Esto es un limite inferior de la significacién verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors
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Pruebas de normalidad (B)

Shapiro-Wilk
Temperatura (°C) Estadistico gl Sig.
Contenido Proteina (mg)  50°C 906 6 413
75°C 993 6 ,996
100°C 914 6 464

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Normalidad con respecto a las variedades (A) y a los tratamientos térmicos (B).

Prueba de homogeneidad de varianzas (A)

Contenido Proteina (mg)

Estadistico de Levene dfl df2 Sig.
4772 1 16 ,044

Prueba de homogeneidad de varianzas (B)

Contenido Proteina (mg)

Estadistico de Levene  dfl df2 Sig.
1,099 2 15 ,358

Homogeneidad por variedad (A) y temperaturas (B)

Anexo 6

Supuestos para la actividad inhibitoria

Pruebas de normalidad (A)

Shapiro-Wilk
Variedades Estadistico gl Sig.
Area de crecimineto (mm~2) Super Chola 908 135 000
Violeta 941 135 ,000

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Pruebas de normalidad (B)

Shapiro-Wilk
Temperatura de extraccion °C Estadistico gl Sig.
Avrea de crecimineto (mm~2) 50°C ,928 90 ,000
75°C ,927 90 ,000
100°C ,929 90 ,000

a. Correccion de significacion de Lilliefors
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Pruebas de normalidad (C)

Shapiro-Wilk
Tipo de proteina Estadistico gl Sig.
Area de crecimineto (mm”2)  Total 924 90 ,000
Filtrada ,926 90 ,000
Retenida 919 90 ,000

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Normalidad para variedad (A), temperaturas de extraccién (B) y tipo de proteina (C)

Prueba de homogeneidad de varianzas (A) Prueba de homogeneidad de varianzas (B)

Area de crecimineto (mm~2) Area de crecimineto (mm~2)
Estadistico de Levene dfl df2 Sig. Estadistico de Levene dfl df2 Sig.
58,559 1 268 ,000 ,043 2 267 ,958

Prueba de homogeneidad de varianzas (C)

Area de crecimineto
(mm~2)

Estadistico de Levene dfl df2 Sig.
2,191 2 267 114

Homogeneidad para variedad (A), temperatura (B) y tipo de proteina (C)

Anexo 7

Analisis proximal INIAP. Informe del ensayo 19-042

Andlisis Humedad Cenizas ¢ E.E ¢ Proteina Fibra ¢ E.LN® IDENTIFICACION
Método  MO- MO- MO- MO- MO- MO-

LSAIA- LSAIA- LSAIA- LSAIA- LSAIA- LSAIA-

01.01 01.02 01.03 01.04 01.05 01.06
Método u. u. u. u. u. u.
ref. FLORIDA FLORIDA FLORIDA FLORIDA FLORIDA FLORIDA

1970 1970 1970 1970 1970 1970
Unidad % % % % % %
19-0318 76.10 5.02 0.34 12.43 4.75 77.47 Super Chola Pulpa
19-0319 77.06 3.95 0.27 10.80 2.06 82.92 Super Chola

Céscara

19-0320 78.98 4.06 0.49 13.46 4.63 77.36 Violeta pulpa
19-0321 82.97 4.13 0.30 12.05 221 81.31 Violeta cascara

Los ensayos marcados con @ se reportan en base seca.
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Anexo 8

Analisis de t de student para contenido de almidon

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene de calidad

prueba t para la igualdad

de varianzas de medias
F Sig. t gl
Almidon (g aDW almidon/g  Se asumen varianzas ,207 ,673 -,383 4
DWpulpa) iguales
Anexo 9
Balance de masa de las variedades evaluadas
Variedades
Saper Chola Violeta
Entrada al sistema  Salida del sistema  Entrada al sistema  Salida del sistema
()] ()] (@) ()]
Papa 160.01 Pulpa 31.33 Papa 159.98 Pulpa 27.95
Agua 100  Almidén 2751 Agua 100  Almidén 22.16
Agua 134.10 Agua 139
Pellet 161 Pellet 1.99
*Proteina 3.58 *Proteina 2.24
Total 260.01 Total 198.13 Total 259.98 Total 194.73

Se muestra el balance con los promedios de las diferentes repeticiones.

*Nota: valor de proteina obtenido de la pulpa peso seco (DW) con respecto al analisis proximal.

Anexo 10

Analisis de la varianza para el contenido (mg) de proteina

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente:

Contenido de proteina (g)

Origen gl F p.
Modelo corregido 7 46,918 ,000
Interceptacion 1 4654,950 ,000
Repeticion 2 8,552 ,007
Variedad 1 1,516 246
Temperatura 2 143,816 ,000
Variedad * Temperatura 2 11,087 ,003
Error 10

Total 18

Total corregido 17

a. R al cuadrado =,970 (R al cuadrado ajustada = ,950)
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Anexo 11

Variables independientes incluidas en el analisis de regresion lineal

Resumen del modelo®

Estadisticas de cambios

R R cuadrado  Error estandar de Cambio de Cambio p. Cambio
Modelo R  cuadrado ajustado la estimacion cuadrado de R enF dfl df2 enF
1 ,9162 ,839 ,838 192,22071 839  1394,769 1 268 ,000
2 ,034P 873 872 171,00827 ,034 71611 1 267 ,000
3 ,038¢ ,879 ,878 166,92327 ,006 14,228 1 266 ,000

a. Predictores: (Constante), Tiempo (Dias)
b. Predictores: (Constante), Tiempo (Dias), Variedades
c. Predictores: (Constante), Tiempo (Dias), Variedades, Tipo de proteina

d. Variable dependiente: Area de crecimineto (mm~2)

Anexo 12

Diagrama de dispersién de area de crecimiento sobre tiempo (en dias), variedad y tipo
de proteina.

Diagrama de dizperzion

Variable dependiente: Area de crecimineto (mm"2)

200004y = 0.80 £ 0.0009x; + 0.0042x, + 0.0002x5 o
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Regresion Valor pronosticado ajustado (Pulsar)
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Anexo 13

Andlisis de la varianza dia 1

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: “Area mm~2
Origen Tipo | de suma de al Cuadratico F p.
cuadrados promedio

Repeticion 250,127 2 125,064 826 ,446
Variedad 8091,589 1 8091,589 53,15 ,000
Temperatura 227,544 2 113,772 752 479
Tipo de Proteina 119499 2 597,840 3,950 ,029
Variedad * Temperatura 6,333 2 3,166  ,021 979
Variedad * Proteina 1057,410 2 528,705 3,493 ,042
Temperatura * Proteina 315,095 4 78,774 520 721
Variedad * Temperatura * 108,087 4 27,022 179 1,948
Proteina
Error 5145924 34 151,351
Total corregido 16387,824 53
a. R al cuadrado = ,686 (R al cuadrado ajustada = ,511)
Variedad Medias n E.E
Slper Chola 50.08 27 237 B
Violeta 25.33 27 238 A

Rangos de Significancia para las variedades dia 1
Variedad Medias n E.E
Retenida 4180 18 293 A
Filtrada  40.97 18 290 AB
Total 31.92 18 290 B

Rangos de significancia para tipo de proteinas dia 1

Anexo 14

Analisis de la varianza dia 3

Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: Area (mm~2)
Origen Tipo 111 de suma de al Cuadratico F p
cuadrados promedio

Repeticion 6374,382 2 3187,191 1,416 257
Variedad 46331,023 1 46331,023 20,34 ,000
Temperatura 1480,562 2 740,281 329 722
Tipo_de_proteina 139031,408 2 69515,704 31,25 ,000
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Variedad * Temperatura 8370,367 2 4185,184 1,860 171
Variedad * Tipo_de_proteina 14529,953 2 7264976 3,228 ,052
Temperatura * Tipo_de_proteina 1861,745 4 465,436  ,207 933
Variedad * Temperatura * 8663918 4 2165,980 962 441
Tipo_de_proteina
Error 76517,278 34 2250,508
Total 19965161,568 54
Total corregido 303963,899 53
a. R al cuadrado =,748 (R al cuadrado ajustada =,608)
Variedad Medias n E.E
Violeta 63252 27 9.13 A
Slper Chola 57230 27 9.19 B

Rangos de Significancia para las variedades dia 3
Variedad Medias n E.E
Filtrada 660.82 18 11.28 A
Retenida 615.63 18 11.18 B
Total 535.69 18 1118 C

Rangos de significancia para tipo de proteinas dia 3

Anexo 15

Analisis de la varianza dia 4

Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: Area (mm”2)
Origen Tipo Il de suma de gl Cuadrético F p.
cuadrados promedio

Repeticion 14780,603 2 7390,302 1,207 311
Variedad 2786697,260 1 2786697,260 456,57 ,000
Temperatura 7376577 2 3688,289 ,603 ,553
Tipo_de_proteina 392485,892 2 196242,946 32,20 ,000
Variedad * Temperatura 6099,396 2 3049,698 498 612
Variedad * Tipo_de_proteina 37209,675 2 18604,837 3,039 ,061
Temperatura * Tipo_de_proteina 30105,998 4 7526,499 1,230 ,317

56



Variedad * Temperatura * 56322,072 4 14080,518 2,300 ,079
Tipo_de_proteina

Error 208117,929 34 6121,116
Total 43491855,307 54
Total corregido 3550204,441 53

a. R al cuadrado =,941 (R al cuadrado ajustada =,909)

Variedad Medias n E.E
Slper Chola 1081.99 27 1515 A
Violeta 63252 27 1506 B

Rangos de Significancia para las variedades dia 4

Variedad Medias n E.E

Filtrada 926.72 18 18.61 A

Retenida 893.72 18 18.44 A
Total 742,69 18 18.44 B

Rangos de significancia para tipo de proteinas dia 4

Anexo 16

Andlisis de la varianza del dia 5

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Area (mm~2)

Origen Tipo 111 de suma de o] Cuadrético F p.
cuadrados promedio

Repeticion 21814,133 2 10907,066 1,104 ,343

Variedad 4111545901 1 4111545901 419,82 ,000

Temperatura 5587,205 2 2793,602 ,283 755

Tipo de Proteina 718427513 2 359213,756 37,07 ,000

Variedad * Temperatura 45031,647 2 22515,824 2,279 ,118

Variedad * Proteina 25132,656 2 12566,328 1,272 293

Temperatura * Proteina 11930,567 4 2982,642 302,875

Variedad * Temperatura * 42829,353 4 10707,338 1,084 ,380

Proteina

Error 335892,858 34 9879,202

Total 94798942,167 54

Total corregido 5376919,566 53

a. R al cuadrado =,938 (R al cuadrado ajustada = ,903)
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Variedad Medias n E.E
Slper Chola 1555.37 27 1925 A
Violeta 1009.70 27 19.13 B
Rangos de Significancia para las variedades dia 4

Variedad Medias n E.E

Filtrada  1389.74 18 23.64 A

Retenida 1317.19 18 2343 A
Total 113148 18 2343 B

Rangos de significancia para tipo de proteinas dia 4

58



