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RESUMEN

La mashua es un tubérculo andino rico en compuestos fendlicos, carotenoides y
glucosinolatos, todos ellos conocidos por que su consumo contribuye a la prevencion y/o
reduccioén del riesgo de contraer enfermedades. La presente investigacion evalué el efecto
de diferentes tipos de manejo post-cosecha (soleado, almacenamiento en refrigeracion y bajo
sombra) sobre el contenido de glucosinolatos y su relacién con la actividad mirosinasa, asi
como el contenido de carotenoides. Los tubérculos fueron cosechados y sometidos a
condiciones de almacenamiento antes indicadas, se tomaron muestras periédicamente, cada
3 dias durante quince dias. El almacenamiento en condiciones de refrigeracion y bajo sombra
mantuvo el contenido de glucosinolatos y carotenoides. Particularmente se observd un
incremento del B-caroteno en sombra. Al sexto dia de someter los tubérculos a soleado se
noté una degradacion importante en los glucosinolatos y carotenoides. La actividad
mirosinasa aument6 hasta el dia 3 en soleado, dia 6 en sombra y dia 12 en refrigeracion. El
efecto del almacenamiento post-cosecha en la mashua mostré relaciones interesantes entre
los metabolitos en respuesta a las influencias ambientales y nos permitio saber hasta qué
punto estos factores de estrés son favorables para estimular la sintesis de estos compuestos

bioactivos.

Palabras clave: Mashua, post-cosecha, estrés abidtico, glucosinolatos, carotenoides,

actividad mirosinasa.



ABSTRACT

Mashua is and Andean tuber rich in phenolic compounds, carotenoids and glucosinolates,
all of these compounds are well known for their preventive effect against degenerative
diseases. This work evaluated the effect of different post-harvest handling techniques (sun
exposure, refrigerated storage and storage under shade) on the glucosinolate content,
myrosinase activity and carotenoid content. The tubers were harvested and subjected to the
conditions indicated above. Samples were taken periodically each three days over a fifteen
days period. Refrigerated storage and under shade kept the contents of glucosinolates and
carotenoids. An increment on f-carotene content was observed on the tubers stored under
shade. A considerable degradation of both glucosinolates and carotenoids occurred at the
sixth day on the sun exposed tubers. Myrosinase activity increased until the day 3 on the sun
exposed tubers, until the day 6 on the tubers stored in shade and until the day 12 on the
refrigerated ones. All of the postharvest techniques evaluated showed interesting effects on
the mashua metabolites probably as a response to the environmental conditions and gave
insight on which of those conditions are favorable to elicit the synthesis of bioactive

compounds.

Keywords: Mashua, post-harvest, abiotic stress, glucosinolates, carotenoids, myrosinase

activity.



l. INTRODUCCION

La mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pav.) es una planta originaria de la region
andina, se distribuye desde Colombia hasta el norte de Argentina, desde los 2400 hasta 4300
msnm (Manrique et al., 2014). Los tubérculos de mashua tienen un elevado contenido de
proteinas (mayores a los de la papa, oca y olluco), carbohidratos, fibra y acido ascorbico
(vitamina C). También contienen una elevada concentracion de glucosinolatos aromaticos y
compuestos fenolicos antioxidantes (Chirinos et al., 2007). La mashua es utilizada en
medicina folklorica por sus propiedades antibidticas, insecticidas, nematicidas,
anticancerigenas y diuréticas. La sintesis y acumulacion de metabolitos secundarios en
vegetales esta directamente afectada por el estres abiotico durante la etapa de cultivo y post-
cosecha. Estos compuestos son sintetizados como mecanismos defensa. También son
utilizados como marcadores taxondmicos, pues confieren a grupos restringidos de plantas
colores, olores y sabores caracteristicos, y principalmente muchos poseen actividad

nutracedtica (Cisneros-Zevallos, 2003).

El papel que cumplen los antioxidantes de frutas y verduras en la salud humana ha motivado
la investigacion de los fitonutrientes y la ciencia de los alimentos funcionales para
determinar cémo su contenido y la actividad se pueden mantener o incluso mejorar a través
de la creacion de cultivares, practicas de produccién y elaboracion de alimentos (Chirinos,
et al., 2007).

El consumo y la comercializacion de la mashua son muy limitados, una de las razones podria
ser el poco estudio cientifico del cultivo, razon por la cual no se valora sus propiedades
bioactivas. Por ello, el objetivo del presente estudio es conocer como los componentes
secundarios (glucosinolatos y carotenoides) se ven afectados por los tipos de

almacenamiento post-cosecha (soleado, sombra y refrigeracién)



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. LA MASHUA

La mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavdn) es un miembro de la familia
Tropaeolaceae. Presenta nombres vernaculares segin lengua o dialectos, como Sisafio
(Aymara), Afu, Isafio, Apifia, Ocaquisafio (Quechua), Capuchinha-Tuberosa (Portugués),
Cubio, Mashwa, entre otros (Lim, 2016).

La mashua aparentemente se origino en los Andes centrales (latitud 10° a 20°S) (Arbizu y
Tapia, 1994). Las evidencias arqueoldgicas sugieren que sus tubérculos eran consumidos
desde hace mas de 7500 afios (Manrique et al., 2013). Se cree que su cultivo se ha propagado
por las migraciones precolombinas a Colombia (latitud 8°N) y al norte de Argentina y Chile
(latitud 25°S). Actualmente, se cultiva en los Andes de Bolivia, Perd, Ecuador, Colombia y
Venezuela (Gibbs et al., 1978), el norte de Argentina y Chile (Arbizu y Tapia, 1994).
También se esta cultivando experimentalmente en Nueva Zelanda y en el Pacifico noroeste
para evaluar su potencial para el cultivo en todo el mundo (Soria et al., 1998; Chirinos et al.,
2007; National Research Council, 1989 citado por Cuya, 2009; Manrique et al., 2013).

La mashua es una especie nativa andina de altitudes elevadas que se caracterizan por terrenos
escarpados, vientos fuertes, suelos poco profundos y superficies de roca deshudas con un
alto escurrimiento de agua. Se cultiva a altitudes de 2400 a 4300 msnm, mas frecuentemente
de 3000 a 3800 msnm, donde la temperatura anual oscila entre 8 y 11°C (Grau et al., 2003).
Es tolerante a heladas ligeras y soporta temperaturas de 30°C por breve tiempo y tiene una

amplia tolerancia al pH del suelo de 5.3-7.5 (Torres et al., 1992).

Es una planta herbacea, glabra en todas sus partes, de 0.5 a 2 m de altura, de crecimiento
inicialmente erecto, que luego varia a semipostrado, ocasionalmente trepadora, de tallos

delgados y cilindricos (Tapia et al., 1996). Su ciclo de cultivo varia entre 6 y 9 meses,



llegando a producir rendimientos superiores a los de otras tuberosas andinas (Grau et al.,
2003; Manrique et al., 2013). Los tubérculos se producen en estolones axilares que se
agrandan para formar tubérculos terminales, alargados, conicos o elipsoidales de 5-15 cm de
largo y 3-6 cm de ancho en el extremo distal (Chacdn, 1960). Los tubérculos son variables
en color, blanco, amarillo, rojo, rosa o purpura, a menudo rayados o moteados, rojos o
morados, especialmente por debajo de los “ojos”. La pulpa del tubérculo suele ser amarilla,
blanca o palida, dependiendo de los cultivares (Lim, 2016). En el Perd se ha encontrado las
siguientes variedades: “Okke-afiu” (plomizo), “Yurac-aiiu” (blanco), ‘“Yana-afiu”
(negruzco), ‘“Puca-anu” (rojizo), “Checchi-afiu” (gris), “Ckellu-afiu” “Zapallu-afiu”
(amarillo) y “Muru-afiu” (morado) (Chacén, 1960). En la Figura 1 se puede observar la

planta de la mashua.

Figura 1: Dibujo de la planta de mashua.
FUENTE: Lim (2016)



Per( y Bolivia ocupan los primeros lugares en area de siembra, donde generalmente se
cultiva en asociacion con otros tubérculos, como la oca (Oxalis tuberosa), el ulluco (Ullucus
tuberosus) y las papas (Solanum tuberosum), ello por su resistencia a nematodos, insectos y
varias plagas, como el gorgojo de la papa (Premnotrypes spp.). Aunque el &rea de siembra
de la mashua es mucho menor al de las otras tuberosas andinas, su cultivo no deja de ser
importante, pues forma parte de la seguridad alimentaria de miles de familias campesinas en
los Andes a través del autoconsumo o la generacion de ingresos monetarios (Manrique et
al., 2013).

2.1.1. CONSUMO Y USOS TRADICIONALES

Los tuberculos de Mashua se consumen generalmente hervidos o cocinados, estos cultivos
contienen isotiocianatos que les dan un sabor agudo y picante que recuerda a los rabanos
calientes cuando se consumen crudos (Soria et al., 1998). Son consumidos en guisos en
combinacion con carne, vegetales verdes, maiz, papas y hierbas, o solo como un vegetal
cocido o frito (King y Gershoff, 1987). Los tubérculos también se mezclan con melaza y se
comen como dulces; asi en Bolivia y algunas partes del Perd, los tubérculos se recubren con
melaza y se congelan para hacer un postre especial (National Research Council, 1989 citado
por Grau et al., 2003). En Bolivia, el isafio se come en un guiso, como asado u
ocasionalmente se conserva en un proceso de secado similar a la produccion de chufio de
papas para preparar un producto llamado thayacha; para esta preparacion, los tubérculos se
exponen durante la noche a la helada y se comen al dia siguiente mezclados en jarabe de
sirope (Cardenas, 1989). Ademas, con las hojas jovenes y las flores se pueden preparar mates
0 comer como vegetales hervidos (National Research Council, 1989 citado por Grau et al.,
2003). En Colombia, la mashua se siembra como un cultivo complementario para repeler las
plagas en los campos de papa. Su extraordinaria resistencia a plagas de insectos, nematodos
y bacterias se atribuye a altos niveles de isotiocianatos (Ortega et al., 2006). También se ha
sugerido que la mashua sea cultivada como alimento para el ganado debido a sus partes
vegetativas altamente nutritivas (National Research Council, 1989 citado por Grau et al.,
2003). La gastronomia de Ecuador impulsa el consumo de mashua a través de sus platos
tipicos, algunos de ellos son: colada de mashua con leche (postre), cariucho uchito (guiso),

locro de mashua y pan de mashua y oca (Espin, 2013).



2.1.2. CLASIFICACION TAXONOMICA

La mashua tiene la siguiente clasificacion taxondmica segin Robles (1981) y Font (1982):

Division : Espermatofita
Subdivision  : Angiospermas

Clase : Dicotiled6neas

Subclase . Archidamideas

Orden : Geraniales

Suborden : Geraniinea

Familia : Tropaeolaceae

Género : Tropaeolum

Especie : Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon

2.1.3. COMPOSICION QUIMICA Y NUTRICIONAL DEL TUBERCULO DE
MASHUA

El contenido de agua de los tubérculos de mashua es relativamente alto, que va desde 79
hasta 94% de la materia fresca o comestible. La principal contribucién de la mashua esta en
su contenido de carbohidratos, en particular de almidon, asi también de azucares. El
contenido de proteina del tubérculo de la mashua, en base himeda, se aproxima a los valores
de la papa; aunque la papa es mucho mas alta en contenido de materia seca. El analisis
aminoacidico de las proteinas del tubérculo de mashua muestra una composicion nutricional
satisfactoria comparada con las recomendaciones de la WHO (World Health Organization)
(Shat et al., 1993 y Stegemann y Shah, 1993 citados por Grau et al., 2003). Contienen todos
los aminoacidos esenciales (mg/g de proteina): lisina 35-41 mg, treonina 22-24 mg, valina
25-46 mg, isoleucina 25-37 mg, leucina 35-43 mg, fenilalanina + tirosina 14 -37 mg,
triptofano 4,7-5,3 mg y metionina + cistina 12-15 mg (National Research Council, 1989;
citado por Lim, 2016). El aminoé&cido lisina es limitante en muchos cereales y leguminosas;
sin embargo, la mashua contiene una elevada cantidad (Espinoza et al., 2002, citados por
Chan, 2015).



Segun la National Research Council (1989), citado por Tapia et al. (1996), la mashua tiene
un alto contenido de carbohidratos (11 por ciento bh), alto contenido acido ascérbico (67 mg
por 100g bh), el contenido de proteina puede variar de 6.9 a 15.9 por ciento en base seca. El
principal componente secundario de la Tropaeolaceas son los glucosinolatos que pueden ser
los responsables para los usos medicinales de esta especie. En el Cuadro 1 se muestra la

composicion quimica del tubérculo de mashua, segun diferentes investigadores.

Cuadro 1: Composicion quimica de 100g de mashua (porcion comestible)

COMPONENTE Sperling y King Espin et al. Reyes et al.
(1990) (2001) (2009)
Agua (9) 87 88.70 87.4
Proteinas (g) 1.5 1.03 1.5
Grasa (g) 0.1 0.52 0.7
Carbohidratos totales (g) 9.7 8.52 9.8
Fibra cruda (Q) 0.8 0.67 0.9
Cenizas (g) 0.5 0.54 0.6
Calcio (mg) - 0.68 12
Fosforo (mg) - 36.16 29
Hierro (mg) - - 1.00
Tiamina (mg) - - 0.10
Riboflavina (mg) - - 0.12
Niacina (mg) - - 0.67
Vitamina C (mg) - 77.37 77.50

El contenido de provitamina A, expresado como equivalentes de retinol (RE), identifico a la
mashua como la especie de tubérculo mas rica en carotenos, con un nivel promedio de 73.56
RE /100 g bh (Barrera et al., 2004). El contenido nutricional de Mashua es bueno cuando se
compara con otros cultivos de raices y tubérculos consumidos en todo el mundo; sin
embargo, no es tan apetecible como otros tubérculos y tiende a ser abandonado mas

facilmente cuando la gente tiene acceso a otros alimentos.

La mashua, con sus tubérculos ricos en carbohidratos, asi como otros nutrientes y su follaje

rico en proteinas se ha sugerido que tiene potencial para ser cultivada para la alimentacion
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del ganado (National Research Council, 1989; citado por Lim, 2016). La caracterizacion
fisica, quimica y funcional de los almidones de los tubérculos andinos oca, mashua y ulluco
sugiere que estos almidones podrian ser utilizados en sistemas alimenticios y otras
aplicaciones industriales, como en productos de facil coccion, alta viscosidad en caliente,
estabilidad en refrigeracién y que no necesitan ser congelados. El tamafio del granulo del
almidon podria influenciar en la digestion; en este sentido, la mashua, con sus pequefios
granulos, podria ser un almidon altamente digerible. La ausencia de proteina en los
almidones aislados indica la utilidad de estos almidones para preparar jarabes con alto
contenido de glucosa. Entre otras caracteristicas se ha determinado que tienen un alto grado
de hinchamiento y solubilidad, alta viscosidad, baja estabilidad a la agitacién y coccion, y
una baja tendencia a la retrogradacion. Estos almidones muestran una alta claridad, pero alta

sinéresis cuando se someten a un proceso de congelacién-descongelacion (Lim, 2016).

Respecto a los glucosinolatos, contienen una elevada concentracion del tipo aromaticos que
al ser hidrolizados se transforman en isotiocianatos, compuestos quimicos responsables de
otorgar el tipico sabor picante a los tubérculos. Los isotiocianatos son conocidos por sus
propiedades antibidticas, insecticidas, nematicidas, anticancerigenas y diuréticas, lo que
contribuye a sustentar el uso tradicional de la mashua en la medicina folklorica de los Andes
(Manrique et al., 2013). Pérez (2005) menciona que el consumo de mashua en las zonas de
produccién se da después de haber sometido la raiz a un proceso de soleado de
aproximadamente 10 dias. Del mismo modo Grau et al. (2003) sefiala que la practica andina
de exponer los tubérculos y raices a la luz solar directa se utiliza también para la mashua,

con el fin de aumentar la dulzura y reducir los niveles de cianuro antes de cocinarlos.

2.1.4. PROPIEDADES MEDICINALES Y NUTRACEUTICAS

Tradicionalmente se le atribuye a los isotiocianatos de la mashua propiedades antibioticas,
insecticidas, nematicidas y diurética (Johns, 1981); asi también tiene efecto benéfico sobre
el higado y rifiones (Hodge, 1946 y Oblitas, 1969; citados por Grau et al., 2003).

La mashua se usa en la medicina popular andina para tratar enfermedades renales, Ulceras
cutaneas, calculos renales y para matar parasitos (Ortega et al., 2006) y para reducir la

funcion reproductiva en los hombres (Cardenas-Valencia et al., 2008).
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Rea (1984) citado por Grau et al. (2003) reporté el uso de mashua por personas con diabetes,
utilizando tanto el tubérculo cocido y el agua en el que fueron hervidos. Asi mismo, Tapia
et al. (1996) citados por Grau et al. (2003) lista varias aplicaciones medicinales, como el
tratamiento de la amigdalitis, dengue, fiebre malaria y post-parto; sin especificar las partes
de las plantas utilizadas.

Investigaciones recientes atribuyen a la mashua propiedades funcionales, debido a que las
diferentes variedades presentan antocianinas, carotenoides, compuestos fendlicos,
glucosinolatos, los cuales han sido relacionados con la incidencia de algunas enfermedades.
El alto contenido de fenoles totales, antocianinas y carotenoides de algunos cultivares de
mashua indican que este cultivo puede considerarse una importante fuente de antioxidantes
protectores de la salud (Chirinos et al., 2007). En otro estudio se confirma que los tubérculos
de mashua constituyen una fuente prometedora de compuestos fendlicos antioxidantes, y
potencialmente podrian ser considerados como un alimento funcional con efectos benéficos
para la salud (Chirinos et al., 2008a). Asi también los compuestos fenolicos de la mashua
podrian proporcionar una buena fuente de antioxidantes dietéticos que podrian ofrecer
efectos protectores potenciales contra la oxidacion de los lipidos y que podrian ser
explotados por la industria alimentaria o cosmética (Chirinos et al., 2008b). Aun mas, se ha
evidenciado que la variedad morada presenta entre ocho a diez veces mas capacidad

antioxidante que la mashua amarilla (Chirinos et al., 2008b).

2.1.5. PRODUCCION NACIONAL

En la Figura 2, se muestra la produccion nacional de mashua del 2000-2017. La mashua
forma parte del grupo de cultivos menores, ya que su produccién es solo de importancia local
(Trivelli y Smith, 1997). La superficie de cosecha para el afio 2000 fue 6700 ha y para el
2016 fue 4841 ha, y el rendimiento paso de 5.29 ton/ha a 6.84 ton/ha para los mismos afios

(Ministerio de Agricultura y Riego, 2018).

En el Cuadro 2 se muestra a los principales productores de mashua, notandose un incremento
progresivo anual en Apurimac, Cuzco y Puno y una reduccion anual en Junin y
Huancavelica. Los productores de Junin después de evaluar la problematica de su baja

productividad y calidad del cultivo en el 2015, presentaron y ganaron un proyecto al PNIA,

8



logrando incrementar al 2016 los niveles de productividad de la mashua negra de 8.0 ton/ha

a 10.3 ton/ha, a traves de la introduccion de un manejo técnico de labores culturales, buenas

practicas de produccion, manufactura y control biolégico y manejo integrado de plagas y
enfermedades (PNIA, 2017).
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Figura 2: Produccion Nacional de Mashua.
FUENTE: Ministerios de Agriculturay Riego (2018)

Cuadro 2: Departamentos de mayor produccién de mashua (miles de ton)

ANO | APURIMAC | AYACUCHO | CUSCO | HUANCAVELICA | JUNIN |PUNO
2000 5.12 5.07 4.85 411 9.58 4.30
2001 3.88 5.44 6.18 3.85 10.17 | 4.63
2002 4.95 4.15 6.53 3.23 9.34 5.89
2003 4.69 4.35 6.76 3.04 10.30 | 6.05
2004 3.23 4.15 6.76 1.87 9.18 6.20
2005 3.03 3.67 6.02 1.83 8.75 6.17
2006 2.14 3.01 6.93 0.92 7.83 6.56
2007 2.85 2.64 5.92 0.52 7.53 7.08
2008 2.64 3.99 6.36 0.37 6.59 6.31
2009 3.28 3.93 7.58 1.67 6.49 7.10
2010 2.34 3.70 6.77 1.65 6.13 6.14
2011 2.62 291 7.04 2.59 6.04 5.74
2012 412 4.19 7.13 1.95 5.67 6.58
2013 4.42 3.91 7.33 1.78 5.50 6.40
2014 4.06 3.96 71.22 1.41 4.15 6.72
2015 4.81 3.69 8.90 1.05 3.26 6.97
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«Continuacion»

2016 7.02 3.84 8.30 1.13 3.62 6.83
2017 6.76 5.60 7.17 0.70 3.41 7.37

FUENTE: Ministerio de Agricultura y Riego (2016). Datos actualizados a marzo del 2018.

2.2. POST-COSECHA

La post-cosecha es parte integral de la cadena alimentaria y se ubica desde que el producto
es cosechado hasta que llega al consumidor para su consumo en fresco o hasta que el
producto es utilizado como materia prima para su posterior procesamiento. En ese sentido
es un area intermedia entre la produccion agricola y el procesamiento de alimentos, pero que
requiere un enfoque integral y multidisciplinario debido a la complejidad de la logistica
involucrada que incluye preparacion, mantenimiento, trasporte y distribucion de productos

perecederos muchas veces a grandes distancias de los lugares de produccion (Kader, 2011).

La post-cosecha es muy variable, consecuencia de distintos factores intrinsecos y extrinsecos
de cada producto: especie, variedad, caracteristicas fisicas y bioquimicas, edad o estado de
desarrollo, tipo de tejido u oOrgano, contenido de agua y comportamiento fisioldgico,
estructuras bioldgicas naturales de proteccion, nivel de sanidad, grado de madurez a que
debe ser recolectado, la finalidad o uso a que sera destinado como alimento en si mismo o
como materia prima industrial, las distancias entre los centros de produccion y de consumo,
las condiciones ambientales que lo rodean y rodearan, las medidas aplicables y los medios

disponibles para su conservacion en esta etapa postcultural (Planella, 1987).

Para el caso de la mashua no se ha investigado mucho sobre las practicas post-cosecha. Las
practicas tradicionales estandar incluyen la limpieza de los tubérculos para eliminar el suelo
(si se cosecha en suelo humedo y arcilloso), la clasificacion de los tubérculos segun el
tamafo y el color y la eliminacién del material lesionado o magullado. Al igual que otros
tubérculos, la mashua a menudo es almacenada en casas de campo. Al sur del Peru central
los tubérculos se sostienen generalmente al aire libre y cubiertos con ichu seco, esta capa
tiene algunos centimetros de espesor, lo suficiente para mantener los tubérculos en la
oscuridad y aislarlos contra las heladas nocturnas (que son comunes después del periodo de

cosecha) y altas temperaturas diurnas. La variacion de temperatura por debajo de la capa es
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pequefa y oscila minimamente alrededor de la temperatura ambiente media (Grau et al.,

2003). En la Figura 3 se muestra como se realiza el almacenamiento de los tubérculos.

Figura 3: Almacenamiento post-cosecha de los tubérculos de mashua.
FUENTE: Grau et al. (2003)

2.3. ESTRES VEGETAL

El estrés es definido como un factor externo que ejerce una influencia favorable o
desfavorable en la planta. EI concepto de estrés esta intimamente asociado con el término
tolerancia al estrés, que es la capacidad de la planta a enfrentarse a un ambiente desfavorable
(Taiz y Zeiger, 2006). Se considera como estrés a cualquier factor ambiental que actle sobre
el vegetal cuando se desvia del nivel 6ptimo para el organismo en cuestion, pudiendo
provocar dafos o lesiones. Ocasionalmente se pueden usar factores de estrés como un factor

positivo que ayuda a la produccién agricola (Salisbury y Ross, 2000).

Las respuestas celulares al estrés incluyen cambios en el ciclo y en la divisidén, cambios en
el sistema endomembranoso y cambios en la arquitectura de la pared celular. A nivel
bioguimico las plantas alteran el metabolismo en varias formas para acomodarse al ambiente
(Taiz y Zeiger, 2006). Las plantas a lo largo de su ciclo de vida, estan expuestas a un gran
namero de factores estresantes, que pueden agruparse en biodticos y abioticos. El estrés
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bidtico es el causado por la accién de seres vivos, animales pequefios o grandes, plantas; y
agentes patdgenos (bacterias, hongos, virus). El estrés abidtico que puede ser causado por
agentes fisicos o quimicos; factores fisicos como agua, luz solar, temperatura, viento,
condiciones de suelo y heridas, y los factores quimicos como elementos minerales,

contaminantes ambientales y productos quimicos (Azcon-Bieto y Talon, 2001).

2.3.1. ESTRES ABIOTICO EN LA POST-COSECHA

Los cultivos cosechados pueden estar potencialmente expuestos a diversos estreses abidticos
que afectan la calidad en la cadena de valor de los alimentos. Estas incluyen pérdidas
cualitativas y cuantitativas incluyendo pérdidas sensoriales y nutricionales (Gonzalez et al.,
2010). Segun Kader (2011) el principal problema en la post-cosecha es el deterioro y la
pérdida de calidad de las frutas y hortalizas. Los factores que aceleran el deterioro son la
respiracion, los cambios composicionales, el desarrollo y crecimiento, la pérdida de agua, la
transpiracion, el deterioro fisiolégico y microbiano, temperatura, humedad relativa,
composicion atmosférica y luz. Al ser cortados de la planta madre, se les priva de los
nutrientes principales y del agua. Durante la post-cosecha, utilizan sus recursos de carbono
para la respiracion; pierden agua debido a la transpiracion y estan expuestos a una serie de
diferentes estreses abioticos. Su vida atil es corta, si no se aplica tecnologia post-cosecha
(por ejemplo, frio, bajo nivel de oxigeno, etc.) (Pedreschi y Lurie, 2015). Por lo tanto, la
comprension de los efectos del estrés abiotico sobre el terreno en la susceptibilidad al estrés
post-cosecha son importantes, debido a que los esfuerzos post-cosecha estan limitados al

almacenamiento y la vida util de los cultivos (Sanchez et al., 2014).

Es asi que se utiliza el estrés abidtico en actividades post-cosecha como herramienta
tradicional para extender la vida util de los productos, centrandose principalmente en
cambios de color, textura y sabor. Entre los estreses utilizados durante la post-cosecha
tenemos el cortado, atmosferas controladas y modificadas o gas etileno para la maduracion.
Estos factores abioticos pueden afectar los niveles de metabolitos secundarios en los tejidos
de los cultivos durante la post-cosecha. El estrés abidtico afecta principalmente las vias
involucradas en la sintesis de tres grupos principales de metabolitos secundarios: terpenos,
compuestos fendlicos y compuestos nitrogenados (Cisneros-Zevallos, 2003). En la Figura 4

se muestra como los estreses ambientales controlados pueden modificar el metabolismo de

12



las frutas y hortalizas durante la post-cosecha. Para la mashua se ha investigado que
almacenamientos superiores a 7 dias después de la cosecha es perjudicial para el contenido
de antocianinas y compuestos fendlicos, excepto para el contenido de los carotenoides, los
cuales se mantienen casi constantes (Chirinos et al., 2007). Asi también el nivel de
glucosinolatos en mashua durante el almacenamiento post-cosecha depende de la variedad
y tiempo de cosecha, es asi que se observé un incremento y disminucion en la variedad
amarilla, mientras que en la variedad de rayas moradas no hubo cambio significativo,
almacenadas a 6°C (Ramallo et al., 2004). Mientras que un almacenamiento post-cosecha
en sol no generd cambio significativo en el nivel de glucosinolatos para mashua variedad
morada (Moscol, 2013).

2.4. GLUCOSINOLATOS

24.1. ESTRUCTURA

Los glucosinolatos son metabolitos secundarios tioglucosidicos que se encuentran en las
familias de las plantas angiospermas, principalmente en el orden Brassicales (Clarke, 2010,
Mufoz et al., 2010). Son aniones organicos solubles en agua que derivan del metabolismo
de los aminoacidos y comparten una estructura basica comin que consiste en un resto 3-D-
tioglucosa, un grupo oxima sulfonado y una aglicona variable (Wittstock y Halkier, 2002;
Agerbirk y Olsen, 2012; Avato y Argentieri, 2015). La estructura general de los

glucosinolatos se muestra en la Figura 5.
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Figura 4: Efecto del estrés abidtico post-cosecha sobre los metabolitos.
FUENTE: Adaptado de Gonzalez et al. (2010)

La aglicona puede originarse de uno de los ocho aminoacidos naturales segun los cuales los
glucosinolatos pueden clasificarse en: alifatico (derivado de alanina, leucina, isoleucina,
metionina o valina), aromatico (derivado de fenilalanina o tirosina) o indolico (derivado de
triptofano) (Wittstock y Halkier, 2002; Sgnderby et al., 2010; Avato y Argentieri, 2015). Sin
embargo, las cadenas laterales de glucosinolato se caracterizan por una amplia variedad de
estructuras quimicas. Los glucosinolatos mas numerosos son aquellos que contienen cadenas
de carbono lineales o ramificadas. Muchos de estos compuestos también contienen enlaces
dobles (olefinas), grupos hidroxilo o carbonilo, o enlaces de azufre en diversos estados de
oxidacién. El grupo mas grande (un tercio de todos los glucosinolatos) contiene un atomo
de azufre en diversos estados de oxidacion (por ejemplo, metiltioalquilo, metilsulfinilalquilo
o metilsulfonilalquilo). Otro pequefio grupo de glucosinolatos de bencilo tiene un resto de
azucar adicional, ramnosa o arabinosa, en el enlace glicosidico unido al anillo aromatico
(Fahey et al., 2001). Hasta la fecha se han informado mas de 130 glucosinolatos

estructuralmente diferentes (Clarke, 2010).
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Figura 5: Estructura general del glucosinolato.

FUENTE: Adapatado de Avato y Argentieri (2015)
2.4.2. VIA METABOLICA DE LOS GLUCOSINOLATOS

La formacion de glucosinolatos puede dividirse convenientemente en tres formas
diferenciadas. En primer lugar, ciertos aminoacidos alifaticos y aromaticos son alargados
insertando grupos metileno en sus cadenas laterales. En segundo lugar, el propio resto de
aminodcido, ya sea alargado o no, se reconfigura metabdlicamente para dar la estructura de
nucleo de glucosinolatos. En tercer lugar, los glucosinolatos formados inicialmente se
modifican mediante diversas transformaciones secundarias (Gershenzon y Halkier, 2006).
La Figura 6 muestra la biosintesis de la estructura central del glucosinolato, la cual es descrita

a continuacion
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Figura 6: Biosintesis de la estructura central del glucosinolato.
FUENTE: Adaptado de Wittstock y Halkier (2002)

a. ELONGACION DE LA CADENA LATERAL DE AMINOACIDOS
PRECURSORES

La biosintesis de glucosinolatos se inicia en el citosol con la desaminacién del aminoacido
especifico para formar el correspondiente acido 2-oxo, luego se da un ciclo de tres pasos: el
acido 2-oxo se condensa con acetil Co-A para formar un derivado 2-malato, el cual luego se
isomeriza via un cambio 1,2-hidroxilo a un derivado 3-malato que experimenta una
oxidacidn-descarboxilacion para lograr formar un &cido 2-oxo que presenta un grupo metilo
méas que al inicio del ciclo. Esta molécula puede ser transaminada para producir
homometionina y entrar en la via central de glucosinolatos o de nuevo puede pasar a través

de ciclos de alargamiento (Senderby et al., 2010).
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b. FORMACION DE LA ESTRUCTURA CENTRAL DEL GLUCOSINOLATO

La primera etapa de la elongacion de la cadena de la biosintesis de glucosinolatos comienza
en el citosol, y pasos posteriores se producen en el cloroplasto (Gershenzon y Halkier, 2006).
Sin embargo, la formacion de la estructura del nicleo tiene lugar en el citosol. Esto implica
la necesidad de un transportador que pueda trasladar entre el citoplasma y las membranas de
cloroplasto. Gigolashvili et al. (2009) han demostrado que el transportador del &cido biliar
esta involucrado en el trasporte de acido 4-metiltio-2-oxobutanoico y cetoécidos de cadena
larga a través de la membrana de cloroplasto antes, durante y después de la elongacion de
cadenas laterales de cetoécidos. Una vez lograda la elongacion del amino&cido se iniciara la
formacion de la estructura base, a través de la conversion del aminoacido a aldoxima
inducida por el citocromo P450, el cual pertenece a la familia CYP79, y es responsable de
catalizar esta conversion (Wittstock y Halkier, 2002). Al ser obtenida la aldoxima, otro
citocromo P450 que pertenece a la familia CYP83 produce una forma oxidada de la oxima,
conocido como compuesto acinitro, el cual presenta una gran inestabilidad, este reacciona
eficientemente con los donadores de azufre (S) y forma el S-alquiltiohidroximato. Esto
sugiere que esta reaccion debe estar controlada por una glutation-S-transferasa la cual
lograra la conjugacion del compuesto con un donador de azufre (Hansen et al., 2001). De
esta forma el S-alquiltiohidroximato es metabolizado por la enzima C-S liasa que actua sobre
el compuesto produciendo &cido tiohidroximico. Consecuentemente, los tiohidroximatos
formados experimentan una reaccion de glucosilacion catalizada por la glucosiltransferasa
para generar desulfoglucosinolatos, el que posteriormente sera sulfatado por la accién de la
enzima desulfoglucosinolato sulfotransferasa, obteniéndose asi la estructura final del

glucosinolato (Piotrowski et al., 2004).

C. MODIFICACIONES SECUNDARIAS DE GLUCOSINOLATOS

La etapa final en la biosintesis de glucosinolatos son las modificaciones secundarias de la
cadena lateral. Esta parte de la estructura sufre varias modificaciones, tales como reacciones
de acilacion, oxidacion, alquilacion y/o esterificacion. Las modificaciones de cadena lateral
de los glucosinolatos se producen mediante la oxidacion por etapas de restos metiltioalquilo

a grupos metilsulfinil-alquilo y luego a restos alquenilo (Augustine y Bisht, 2017).
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2.5. SISTEMA MIROSINASA-GLUCOSINOLATO

La mirosinasa (tioglucosido glucohidrolasa, E.C. 3.2.3.147) esté& presente en todas las plantas
que contienen glucosinolatos (Fenwick et al., 1983). EI complejo enzimético glucosinolato-
mirosinasa, denominado de otra forma la “bomba de aceite de mostaza”, es un sistema
bioquimico muy complejo, caracterizado por la ubicacién de la mirosinasa y su sustrato a
nivel celular y subcelular en compartimientos separados (Yan y Chen 2007; Oerlemans et
al., 2006; Kissen et al. 2009), como se demostré en Arabidopsis, por la identificacion de
células ricas en sulfuro entre el floema y la endodermis del pedinculo de la flor, las cuales
presumiblemente contenian altas concentraciones de glucosinolatos (Oerlemans et al.,
2006). Las mirosinasas se expresan en “células de mirosina” especificas en estrecha
proximidad a las células que acumulan glucosinolatos, mientras que, a nivel subcelular, tanto
la mirosinasa como los glucosinolatos se almacenan en la vacuola (Yan y Chen 2007; Kissen
et al. 2009; Becker, 2015). En la Figura 7 se muestra la localizacion de los componentes del

sistema glucosinolato-mirosinasa.

La ubicacion de los componentes del sistema de mirosinasa-glucosinolato y la expresion
especifica de células de la mirosinasa en compratimientos separados, representa un sistema
de defensa Unica en la planta (Bones y Rossiter, 1996), debido a que las mirosinasas se
encuentran separadas de los glucosinolatos en la planta en crecimiento, entrando en contacto
solamente cuando el tejido vegetal sufre rupturas o es atacado por herbivoros (Angelino y
Jeffery, 2014).

El sistema de mirosinasa-glucosinolato esta implicado en una serie de actividades biolégicas
que afectan a insectos herbivoros, plantas y hongos. El sistema caracteristico del orden
Capparales incluye sustratos que contienen azufre, enzimas de degradacion mirosinasas y

cofactores (Bones y Rossiter, 1996).

La hidrolisis de glucosinolatos es el proceso de escision del enlace glucosidico por la
mirosinasa, dando como resultado una molécula de glucosa y un tiohidroximato-O-sulfato
inestable que se reorganiza espontdneamente (Bones y Rossiter, 1996; Oerlemans et al.,
2006; Angelino y Jeffery, 2014; Becker, 2015) para producir compuestos biolégicamente

activos como por ejemplo isotiocianatos, tiocianatos, tiones, epitionitrilos y nitrilos, a partir
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del cual los isotiocianatos e indoles en particular, han sido relacionados con propiedades
anticancerigenas (Oerlemans et al., 2006). La formacion de estos productos depende de
varios factores, entre los factores intrinsecos se puede citar, la coexistencia de la mirosinasa
y cofactores como el &cido ascorbico, proteina epitoespecificadora (ESP), la estructura de la
cadena del glucosinolato, sustrato o disponibilidad de iones ferrosos y como factores
extrinsecos, el pH y la temperatura, pueden afectar la hidrélisis de glucosinolatos (Bones y
Rossiter, 1996; Oerlemans et al., 2006), algunos de estos factores estan representados en la
Figura 8. Al respecto, los métodos de procesamiento, tales como el corte y coccion pueden
influir en el grado de hidrdlisis de glucosinolatos y la relacion de los derivados producidos

(Rungapamestry et al., 2006).

Figura 7. Representacion de la localizacion de los componentes del sistema
glucosinolato-mirosinasa superpuesto en una porcion de una seccion transversal del
tallo de flor de Arabidopsis thaliana.

S, células que contienen glucosinolatos (verde); M, células del floema (rojo) y células guarda
(anaranjado) que contienen a la mirosinasa; E, células epidérmicas que expresan la proteina
ESP; las rayas en células S indican localizacion de glucosinolatos y ESP; C, corteza. En,

endodermis; rayas rosas, floema; rayas purpuras, xilema; Pi, médula.
FUENTE: Adaptado de Kissen et al. (2009)
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Figura 8: Hidrdlisis de glucosinolato-mirosinasa y algunos de los compuestos
formados bajo diferentes condiciones de pH y la influencia de las proteinas
epitoespecificadoras (ESP).

FUENTE: Adaptado de Bell y Wagstaff (2014)

2.5.1. EFECTO ANTINUTRICIONAL DE LOS ISOTIOCIANATOS

La presencia de glucosinolatos en la torta de extraccion de aceite de semillas oleaginosas de
las cruciferas reduce significativamente la calidad de la alimentacion del ganado (Laurberg
et al., 2002) cuando se consume en concentraciones altas. Eso se debe a la hidrolisis de
compuestos B-hidroxialquil glucosinolato (Progoitrina, glucosinolato en menor
concentracion en las hojas de Brassica napus) que pueden producir oxazolidin-2-tionas tales
como goitrina (5-viniloxazolidina-2-tiona). En gran medida atribuida a la condicion tiroidea
del bocio en los mamiferos, pero se piensa que la accion de la microflora en el intestino
mediaria los problemas asociados con la alta ingesta de oxazolidina-2-tiona. Dicho esto, las
oxazolidina-2-tionas interfieren con Tiroxina y, por tanto, es probable que tengan un efecto
biolégico adverso independientemente de la accion de la microflora intestinal o del estado
de yodo corporal. Sin embargo, un estudio demostré que estos compuestos no son

teratogénicos o embriotoxicos (Bell y Wagstaff, 2014).
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Los tiocianatos, que también pueden derivarse de glucosinolatos, pueden tener actividad
goitrogénica actuando como competidores de yodo. Las mirosinasas vegetales no son
importantes para estos efectos antinutricionales, debido a que las bacterias intestinales tienen
suficiente actividad tioglucosidasa para degradar los glucosinolatos. Sin embargo, no hay
evidencia de ningun efecto goitrogenico en seres humanos por el consumo de brassicas
(Mithen, 2001).

25.2. EFECTO ANTICANCERIGENO DE LOS ISOTIOCIANATOS

Muchos estudios han contribuido a la incorporacion de agentes dietéticos como formas de
remediacion del cancer. Las verduras cruciferas se enriquecen con varios componentes
quimicos que tienen enormes efectos negativos sobre multiples vias de las células cancerosas
debido a sus propiedades anti-proliferativas y anti-tumorigenas (Royston y Tollefsbol,
2015). Estudios epidemiologicos extensos revelaron repetidamente una relacion inversa
entre el consumo de cruciferos vegetales y la incidencia de cancer en varios érganos (Lam
et al., 2009; Bhattacharya et al., 2009). El consumo de estas verduras es beneficioso en el
sentido de que son precursores de glucosinolatos que dan lugar a isotiocianatos tales como
sulforafano e indoles como indol-3-carbinol. Los isotiocianatos influyen directamente en las
enzimas de biotransformacion y por lo tanto modifican el metabolismo de los compuestos
carcinogenos (Lawson et al. 2015). También pueden actuar mediante la inhibicion de la

proliferacion celular y la induccidn de la apoptosis (Brown y Hampton, 2011).

La mayoria de los canceres se caracterizan por la sobreexpresion de histonas desacetilasas y
metiltransferasas y la mala expresién de MicroRNAs. Tanto el indol-3-carbinol como el
sulforafano son inhibidores y reguladores de estos procesos y la incorporacion de estos
compuestos hace que las lineas celulares cancerosas adopten una apariencia mas sana y
normalizada. Ademas, se observan disminuciones significativas en el crecimiento celular no
controlado asi como aumentos en la muerte celular programada con la incorporacion de
sulforafano e indol-3-carbinol. Muchos estudios revelan que las verduras cruciferas son
instrumentos clave para avanzar en el progreso hacia la prevencion del cancer (Royston, y
Tollefsbol, 2015).
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Las dietas ricas en brocoli se han asociado con una reduccion en el riesgo de cancer a la
préstata, que se ha atribuido al compuesto sulforafano. Aunque el modo de accion del
sulforafano ha sido ampliamente estudiado en modelos celulares y animales y se ha
propuesto maltiples mecanismos que podrian sustentar sus efectos protectores, la evidencia
reciente de estudios de intervencién humana sugiere que el sulforafano esta involucrado en
una compleja interaccion entre el estado redox y metabolismo para dar lugar a un entorno

del tejido que no favorece la progresion del cancer de préstata (Traka et al., 2014).

El 3-butenil isotiocianato extraido con una pureza >90 por ciento de la mostaza roja exhibio
una actividad anticancerigena entre las diferentes lineas celulares de cancer humano. Entre
éstas, las células de cancer de prdstata, mostraron una gran sensibilidad frente a este
compuesto. La via implicada en la muerte celular de las células de cancer de prostata se
evaluo utilizando una serie de ensayos y se concluyé que las células fueron sacrificadas
después de la apoptosis. La potente actividad anticancerigena del isotiocianato de 3-butenilo
lo convierte en un candidato adecuado para el estudio con modelo animal (Arora et al.,

2016). El modo de accion de este isotiocianato se muestra en la Figura 9.
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Figura 9: Mecanismo de accion del 3-butenil isotiocianato.

FUENTE: Adaptado de Arora et al. (2016)
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2.6. CAROTENOIDES

Los carotenoides son los segundos pigmentos naturales mas abundantes en la tierra, con méas
de 750 miembros (Nizar et al., 2015). Pero s6lo unos 50 tienen actividad pro-vitamina A.
De los cuales los precursores mas importantes en humanos son tres: el a-caroteno, la -
criptoxantina y el B-caroteno, que son los principales componentes pro-vitamina A de la
mayoria de los alimentos que contienen carotenoides (Noviendri et al., 2011). Los
carotenoides de las plantas son isoprenoides de 40 carbonos con cadenas de polieno que
pueden contener hasta 15 enlaces dobles conjugados (Hirschberg, 2001; Cazzonelli y
Pogson, 2010). Los carotenoides de los alimentos principalmente se encuentran en forma de
trans, y los hidroxicarotenoides en la forma libre (Juarez et al., 2005). Los carotenoides
varian de incoloro a amarillo, naranja y rojo, con variaciones reflejadas en muchas frutas,
flores y verduras, que también contribuyen a su valor econdmico. Varios ejemplos
llamativos incluyen B-caroteno de zanahorias y camotes, licopeno de tomates y sandia,
capsantina y capsorubina de pimientos rojos, y luteina de flores de caléndula (Nizar et al.,
2015). Estos compuestos también presentan una gran relevancia para la nutricion y la
alimentacion humana, y la industria correspondiente, debido a su capacidad antioxidante y
como precursores de la vitamina A, ademas de su utilizacion como colorantes en alimentos

y suplementos nutricionales (Fraser y Bramley, 2004).

2.6.1. ESTRUCTURA

Los carotenoides pertenecen a la enorme familia de terpenoides y, en consecuencia, se
componen de las unidades de cinco carbonos 2-metil-1,3-butadieno, también conocido como
isopreno. Los carotenoides son tetraterpenoides, que estan compuestos de ocho precursores
condensados de isopreno de 5 carbonos, que generan un esqueleto lineal de cuarenta
carbonos (Figura 10) (Domonkos et al., 2013). EI nimero de dobles enlaces conjugados
determina el croméforo y el espectro de absorcién de la molécula y, por lo tanto, su

coloracién (Fraser y Bramley, 2004).

Pueden dividirse en dos grupos: las xantofilas, aquellas moléculas que contienen oxigeno,

como luteina y zeaxantina; y carotenos, moléculas no oxigenadas como el -caroteno, a-
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caroteno y el licopeno; entre la gran cantidad de carotenoides descritos, sin duda los mas

estudiados son los mencionados anteriormente (Shen et al., 2009; Mufioz et al., 2010).

Figura 10: a) Isopreno, 2-metil-1,3-Butadieno, b) p-Caroteno esta
compuesto de ocho unidades de isopreno de cinco carbonos y ¢) En la
estructura del p-Caroteno encontramos once dobles enlaces

conjugados.
FUENTE: Domonkos et al. (2013)

2.6.2. PROPIEDADES Y FUNCIONES DE LOS CAROTENOIDES

Los carotenoides son pigmentos liposolubles responsables del color de una amplia variedad
de alimentos. Debido a sus propiedades quimicas, los carotenoides son componentes
esenciales de todos los organismos fotosintéticos (bacterias, algas y plantas), asi como en
algunas bacterias y hongos no fotosintéticos (Nizar et al., 2015). Se encuentran en los tejidos
vegetales formando parte del sistema fotosintético, disueltos en gotitas de aceite, 0 como
solidos unidos a membranas en forma semicristalina. Estas diferencias en la localizacién y
forma, afectan considerablemente la absorcion, y explican la aparente mayor absorcion del
beta caroteno a partir de frutos anaranjados (donde se encuentra formando parte del sistema

fotosintético) (Juarez et al., 2005).

Casi todos los carotenoides, en mayor o menor grado, muestran propiedades de barrido

contra un nimero excesivo de radicales libres que pueden producirse a lo largo del ciclo de
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vida de una célula (Santocono et al., 2007), que se producen durante la fotosintesis, la
respiracion, o ante distintos tipos de estreses (Hannoufa y Hossain, 2012). Las especies
reactivas de oxigeno (ROS) pueden provocar dafios importantes en las células, afectando a
la estructura de proteinas, lipidos, carbohidratos y ADN, lo que se conoce como dafio
oxidativo (Gill y Tuteja, 2010). El dafio oxidativo se manifiesta cuando la concentracion de
ROS excede a la capacidad de la célula de eliminarlas, como ocurre por ejemplo cuando se
someten las plantas a un exceso de luz. EI comportamiento antioxidante de los carotenoides
depende estrechamente de su estructura quimica, concentracion y localizacion (Edreva,
2005); asi, la capacidad antioxidante de los carotenoides esta determinada por el nimero de
dobles enlaces conjugados que posee, siendo mayor en el caso del licopeno (11), seguido
por el B-caroteno (9 mas dos en los anillo B), luteina y a-caroteno (9 mas uno en el anillo )

y las xantofilas violaxantina y neoxantina (9) (Meléndez-Martinez et al., 2007).

Los animales, invertebrados y vertebrados, carecen de la capacidad para sintetizar los
carotenoides de novo y dependen de las plantas en su dieta como fuentes de carotenoides.
Ademas, los investigadores han demostrado que las dietas altas en carotenoides
proporcionan numerosos beneficios para la salud (por ejemplo, promover el desarrollo
ocular saludable, la prevencion de diversos tipos de cancer, degeneracion macular,

enfermedades cardiacas y otras enfermedades relacionadas con la edad (Ip et al., 2013).

La composicion cualitativa y cuantitativa de carotenoides de los alimentos varia
considerablemente. Un determinado alimento también tendra variacion composicional
debido a factores tales como variedad o cultivar, el tiempo de maduracion, el genotipo, las
técnicas de cultivo y las condiciones climaticas que ocurren durante el periodo previo a la
cosecha y parte de la planta utilizada (Kimura et al., 2007; Tavarini et al., 2008; Kamffer et
al., 2010).

2.6.3. VIAMETABOLICA DE LOS CAROTENOIDES EN LAS PLANTAS

La biosintesis de carotenoides tiene lugar en los plastidos, ya sea cloroplastos de tejidos
verdes (fotosintéticos), o cromoplastos en los 6rganos o tejidos coloreados (flores y frutos,
principalmente) (Rodriguez-Concepcidn, 2010; Hemmerlin et al., 2012; Moise et al., 2013).

Derivan de sucesivas condensaciones de las dos formas interconvertibles de isopreno activo:
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el isopentenil difosfato (IPP) y su isomero dimetilalil difosfato (DMAPP). Estos precursores
provienen de dos vias metabolicas, la primera y mas conocida es la via acetato-mevalonato
(MVA) que se desarrolla en el citosol. La segunda es la via gliceraldehido 3-fosfato (MEP),
conocida como la via 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato (DXP) que tiene lugar en los plastidios.
A partir de estos se sintetiza un diverso grupo de compuestos que incluye a los tocoferoles,
clorofilas, fitohormonas y monoterpenos (Nisar et al., 2015; Cuttriss et al., 2011; Eskin y
Hoehn, 2013). Condensaciones consecutivas de estos precursores forman el
geranilgeranildifosfato (GGPP), dos de estas moléculas se requieren para la formacion del
15-cis-fitoeno, el primer hidrocarburo Cao, el cual es incoloro, a partir del cual se derivan los
carotenoides coloreados mediante desaturaciones consecutivas de la molécula. Cuatro
enlaces dobles se introducen en el fitoeno a través de dos enzimas filogenéticamente
relacionadas: fitoeno desaturasa (PDS) y (-caroteno desaturasa (ZDS). Estas enzimas
catalizan dos reacciones de deshidrogenacion simétricas que convierten el 15-cis-fitoeno en
tetra-cis-licopeno (Eskin y Hoehn, 2013; Nisar et al., 2015). La etapa final es la ciclacion
del licopeno, en las plantas, todo el licopeno es el sustrato preferido para las ciclasas. La
ciclacion del licopeno es un paso crucial en el metabolismo de los carotenoides y genera
diversidad de carotenoides (Nisar et al., 2015). Esta etapa divide la via en dos rutas que se
caracterizan por el grupo ciclico beta (B) o épsilon (g). Las moléculas con dos anillos beta
forman la rama (B, ) que comprende al B-caroteno y sus derivados. Con un anillo beta y uno
¢épsilon se forma la rama (f, €) que incluye al a-caroteno y sus derivados (Cuttriss et al.,
2011; Hannoufa y Hossain, 2012).

Las xantofilas se sintetizan a partir de los carotenos. La introduccion de un grupo hidroxilo
por una PB-hidroxilasa en cada anillo del B-caroteno lleva a la produccién de zeaxantina,
mientras que se requiere la accion de una e-hidroxilasa sobre el a-caroteno para la formacion
de luteina. A partir de la zeaxantina se forma otra xantofila, la violaxantina, via la zeaxantina
epoxidasa (Cuttriss et al., 2011). Bajo un alto estrés luminico, la violaxantina de epoxidasa
cataliza la epoxidacion de la violaxantina de nuevo a zeaxantina (Pfiindel y Bilger 1994).
Violaxantina se convierte en neoxantina por neoxantina sintasa (Cuttriss et al., 2011). La
neoxantina es el Ultimo carotenoide de la rama B, f de la via carotenoide en plantas
superiores. Tanto la 9-cis-neoxantina como la 9-cis-violaxantina pueden escindirse por la 9-
cis-epoxicarotenoide dioxigenasa (NCED), y estos productos de escision se modifican

adicionalmente para producir acido abscisico (Schwartz et al., 1997, Seo y Koshiba, 2002),
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una fitohormona sintetizada como respuesta al estrés oxidativo que acelera la maduracion y
abscision de los frutos (Barceld et al.

, 2009), estas reacciones se muestran en la Figura 11.
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Figura 11: Ruta de biosintesis de los principales carotenoides en las plantas.
FUENTE: Adaptado de Hannoufa y Hossain (2012)

27



1. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

La presente investigacion se realizo en las instalaciones del Instituto de Biotecnologia-Area
Biotecnologia Industrial & Bioprocesos de la Universidad Nacional Agraria La Molina
(UNALM).

3.2. MATERIA PRIMA

Se trabajo con la accesion de mashua ARB 5241 (CIP 203021). Los tubérculos fueron
colectados en la Provincia de Jauja, del Distrito de Apata, Anexo de La Nueva Esperanza,
Barrio Miravalle, ubicada a 3384 msnm de altitud, 11°46°45.89”S de latitud y
75°29°45.00”W de longitud.

3.3. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

3.3.1. MATERIAL DE LABORATORIO

- Materiales de vidrio: vasos de precipitado, fiolas, matraz erlenmeyer, probetas, tubos
de ensayo, de diversos volumenes, bagueta, etc.

- Micropipetas de 20-200 pL, 100-1000 uL y 500-5000 puL

- Otros: gradilla, papel filtro whatman, filtros Millipore de 0.22 um, Eppendorf de 1.5
y 2mL, tubos falcon de 15 y 50 mL, etc.



3.3.2. REACTIVOS

- Acetato de sodio (Merck, Alemania)

- Acetonitrilo grado HPLC (Fermont, México)

- Alcohol metilico (p.a. J.T. Baker, USA)

- Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (EMD Chemicals, USA)

- Enzima sulfatasa (S9626-10KU, Sigma, USA)

- Etanol (Fermont, México)

- Fosfato de potasio monobasico (Fermont, México)

- Fosfato de sodio dibéasico (Merck, Alemania)

- Gel DEAE Sephadex A-25 (GE Healthcare, Suecia)

- Estandares: Sinigrina (Sigma, USA), Glucotropaeolina (Sigma, USA), B-caroteno
(Sigma, USA).

- Hexano (p.a. J.T. Baker, USA)

- Acetona (p.a. J.T. Baker, USA)

- Cloruro de metileno (p.a. J.T. Baker, USA)

- Cloruro de metileno grado HPLC (Fischer Scientific, USA)

- Cloruro de sodio (Merck, Alemania)

- Hidroxido de potasio (Mallinckrodt, Suecia)

3.3.3. EQUIPOS

- Agitador magnético (CAT, Modelo M6, Alemania)

- Agitador vortex (VELP Scientifica, Modelo F202A0175, Italia)

- Balanza analitica (OHAUS, Modelo AR2140, U.S.A))

- Bafio maria con agitacion (GFL, Modelo 1083, Alemania)

- Bomba de vacio (Vacuubrand, Modelo ME2C, Alemania)

- Cabina extractora (C4, Modelo CEX150, Colombia)

- Centrifuga (Hettich Zentrifugen, Modelo Rotofix 32, Alemania)

- Centrifuga refrigerada (Hettich Zentrifugen, Modelo Mikro 220R, Alemania
- Cocina eléctrica (Magefesa, Modelo MGF811, Espafia)

- Congeladora (Electrolux, Modelo H300, Brasil)
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- Cromatdgrafo liquido de alta performance (HPLC) (Modelo 2695) con detector de
arreglo de diodos (DAD) (Modelo 2996) (Waters, USA)

- Destilador automatico (GLF, Modelo 2008 N° 11145111, Alemania)

- Espectrofotémetro (Thermo Spectronic, Modelo Genesys 20, USA)

- Espectrofotémetro de microplacas UV/VIS (Biotek, Modelo EONC, U.S.A))

- Horno microondas (Samsung, Modelo N°AME 610B, Tailandia)

- Liofilizador (Labconco, Modelo 117, USA)

- Potenciémetro (Thermo-Orion, Modelo Star A211, USA)

- Refrigeradora (LG, Modelo P/No 3850JD2244B, Corea)

- Rotavapor (Buchi, Modelo CH-9230 Flawil 1, Suiza)

- Selladora (Machintek Seaer, Modelo KF-300H, USA)

- Sistema de purificacion de agua (Millipore, Modelo Simplicity UV, Francia)

- Ultracongelador (llshin, Modelo DF8517, Corea)

- Ultrasonido (Bransonic, Modelo 3510 R-DTH, México)

3.4. METODOS DE ANALISIS

3.4.1. DETERMINACION DE HUMEDAD Y MATERIA SECA

Se empled el método gravimétrico porcentual Método 920.151 (AOAC, 1995), en el cual un
peso determinado de muestra es secado en estufa a presion de vacio hasta obtener un peso
constante. EI contenido de humedad se calculd por diferencia de pesos y la materia seca se

calculd por diferencia del porcentaje de humedad respecto al 100 por ciento.

3.4.2. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GLUCOSINOLATOS

Los glucosinolatos se extrajeron de acuerdo con el método descrito por Verkerk et al. (2001)

con algunas modificaciones.

Se pesaron 0.5 g de mashua liofilizada en polvo en un tubo de 50 mL y se afiadieron 10 mL
de metanol al 70 por ciento caliente (75 °C). Las muestras se incubaron a 75 °C durante 30

minutos en bafio maria. La mezcla se centrifugé a 1520 x g por 10 min a 4°C y el
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sobrenadante se decanto en otro tubo. La extraccion se repitio a partir del precipitado usando
el mismo procedimiento. Los dos sobrenadantes se combinaron y se afiadieron 2 mL del
extracto de glucosinolato a una columna cromatografica conteniendo dietilaminoetanol
(DEAE) Sephadex A-25 activada con 20 mM de acetato de sodio, y desulfatada por sulfatasa.
Después de la reaccion a temperatura ambiente durante 18 horas, los glucosinolatos
desulfatados se eluyeron con agua milliQ hasta un volumen final de 5 mL. El eluido se
concentro a 40 °C por un tiempo de 150 minutos y se almacend a -20 °C antes del analisis de

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Para realizar el analisis por HPLC se uso el detector PAD a una longitud de onda de 229 nm.
La separacion se hizo sobre un moédulo de separacion (Waters) equipado con un
autoinyector, un PAD y el software Empower. Se emple6 una columna XBridge Shield RP18
(5 um, 250 mm, 4.6 mm DI.) y un guarda columna (5 um, 2.0 mm, 4.6 mm DI.) a 28 °C. Se
utilizo como estandar al glucosinolato glucotropaeolina. La separacion de los
desulfoglucosinolatos se realizdO mediante un sistema isocratico utilizando como solvente
agua:acetonitrilo (98:2, v/v). El tiempo que duré la corrida fue de 40 minutos. El volumen
de la muestra inyectada fue de 20 uL y el flujo de la corrida de 0.5 mL/min. Las muestras y
las fases moviles fueron filtradas a través de un filtro de 0.22 um, tipo GV (Millipore) previo
a la inyeccion al HPLC. Finalmente los glucosinolatos fueron cuantificados como pmol

glucotropaeolina equivalente/g de muestra (bs.).

3.4.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD MIROSINASA

Se utilizé la metodologia descrita por Liy Kushad (2005) con algunas modificaciones.

El método se baso en la determinacion de la actividad enzimatica de la mirosinasa a través
de la evaluacién de la velocidad de hidrolisis del estandar sinigrin. La muestra (0.25 g) se
tratdé con 5 mL de Buffer A (EDTA 0.5 mM, &cido ascérbico 0.25 mM en buffer fosfato 33.3
mM pH 6.5) a 4 °C con agitacion durante una hora, luego se centrifug6 a 3420 g a 4 °C por
20 minutos, se recupero el sobrenadante y se filtré en papel filtro lento. Se purifico 1.5 mL
del extracto en membrana de celulosa dentro del buffer fosfato de 33.3 mM pH 6.5 (1:100,
v/v), a 4 °C por 16 horas. La muestra purificada se diluy6 con buffer fosfato 33.3 mM pH
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6.5 (1:4, v/v). Se hizo reaccionar 900 pL de sinigrin 0.12 mM con 100 pL de la muestra

diluida, la reaccion se realizd a 37 °C.

Se determiné la actividad mirosinasa indirectamente al medir el descenso de la densidad
Optica, resultado de la degradacion del sinigrin a 227 nm durante 20 minutos con intervalos
de 2.5 minutos. Se utilizd un blanco en donde la enzima se inactivd con 5 minutos en
ebullicion. Una unidad de actividad se definié como la cantidad de mirosinasa que cataliza

la hidrélisis de 1pumol de sinigrin por minuto.

3.4.4. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE CAROTENOIDES

La extraccion de carotenoides se realizé utilizando una mezcla de acetona:hexano (1:1, v/v).
El extracto fue evaporado a sequedad y re-suspendido en acetona. El extracto fue usado para
la determinacion de carotenoides totales por espectrofotometria y una fraccion fue sometida
a saponificacion para la cuentificacion de p-caroteno e identificacion de carotenoides por
HPLC-DAD. La cuantificacion de carotenoides totales se realizé a 450 nm, previamente se
establecera una curva estandar y acetona como blanco. El contenido de carotenoides fue

expresado en mg de B-caroteno por cien gramo de materia seca.

La saponificacion fue realizada de acuerdo a lo propuesto por André et al. (2007b) y el
andlisis por HPLC-DAD de acuerdo a lo propuesto por Kao et al. (2012) con ligeras
modificaciones. Se utilizdé una columna C30 (YMC, Waters) (5 um, 250 mm, 4.6 mm DI.).
La fase movil estuvo compuesta por metanol/acetonitrilo/agua (79:14:7, v/Iviv) (A) y cloruro
de metileno (B). La corrida cromatogréafica fue realizada en gradiente, tal como se indica a
continuacion, 95 por ciento de A inicialmente y mantenido por nueve minutos, luego
disminuido a 85 por ciento en el minuto 23, 83 por ciento en el minuto 33, 71 por ciento en
el minuto 35, 70 por ciento en el minuto 45, 66 por ciento en el minuto 66, y retorno a 95
por ciento en el minuto 71. Se empled un flujo de 1 mL/min y deteccion a 450 nm. Los
carotenoides fueron identificados por comparacion de los tiempos de retencion y espectros
de absorcion (330-550 nm) con datos reportados en la literatura (Kao et al., 2012; Inbaraj et
al., 2006).
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3.5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El periodo de cosecha se realizo a los 8 meses desde el momento de la siembra. Las muestras
de mashua fueron colectadas el 18 de junio del 2015. Se colectd un total de 13.8 Kg de

muestra de tubérculos. Posterior a ello, se realizaron las siguientes operaciones post-cosecha:

- Seleccidn. Se eliminaron los tubérculos que se encontraban en estado de deterioro
(quebradas o magulladas), obteniéndose al final, 11.7 Kg de muestra de mashua para
ser usada en el disefio experimental.

- Limpieza. Con el objetivo de retirar la tierra y polvo que se encontraba en la superficie
de los tubérculos.

- Almacenamiento post-cosecha. Se realizaron tres tipos de almacenamiento en
soleado, sombra y refrigeracion. Del total de tubérculos se tomo una muestra
representativa para ser considerada como dia cero o control y el resto se dividi6 en tres
grupos para cada almacenamiento. Durante el almacenamiento se monitoreo diario la
temperatura y humedad relativa (HR) del ambiente entorno a los tubérculos,
correspondiente a cada tratamiento; ademas, cada tres dias se controlo la temperatura
interna en algunos tubérculos. De forma simultanea, se tomaron muestras al azar, a los
dias 3, 6, 9, 12 y 15, para cada uno de los tratamientos, de 0.5 Kg aproximadamente.

- Lavado y desinfectado. Para retirar las impurezas de la superficie del tubérculo, se
empleo6 una solucion de hipoclorito de sodio de 200 ppm para el desinfectado.

- Envasado al vacio. Las diferentes muestras de mashua obtenidas durante los 15 dias
de aplicacion de los estreses abidticos post-cosecha fueron envasadas al vacio para ser
almacenadas posteriormente.

- Almacenamiento. Finalmente, las muestras de mashua se almacenaron en

congelacion a una temperatura de -40 °C.

3.5.1. ACONDICIONAMIENTO DE LA MUESTRA PARA EL ANALISIS

Los tubérculos de mashua tomados en los dias 3, 6, 9, 12 y 15 de aplicacién de los
tratamientos de soleado, sombra y refrigeracion, y la muestra control, fueron sometidas a las
siguientes operaciones como parte del acondicionamiento antes de la realizacién de los

analisis experimentales:
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- Liofilizacion. Antes de liofilizar se redujo el tamafio de la muestra, para ello se
sumergi6é en nitrégeno liquido y luego se moli6 con una licuadora artesanal. La
liofilizacion se realiz6 a -45 °C y 133x10-3 mBar de presion.

- Molienda y tamizado. Las muestras liofilizadas se molieron y se tamizaron con una
malla N° 35 de 0.5 um.

- Envasado. Las muestras de mashua liofilizadas, molidas y tamizadas se envasaron en
bolsas de aluminio, los cuales fueron rotuladas con el cddigo correspondiente a cada
tratamiento.

- Almacenamiento. A temperatura de congelacion (-40 °C).

3.5.2. DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental empleado considerd dos variables, tipo de almacenamiento post-
cosecha y dias de almacenamiento. EIl almacenamiento en sombra, se realiz en un cuarto
cerrado (protegido de los rayos solares), para lo cual se extendio rafia negra y encima se
colocd los tubérculos, por las noches se taparon con yute para evitar el cambio brusco de
temperatura. EI almacenamiento soleado, se realizd en un espacio abierto, para lo cual se
extendid rafia negra y sobre ella se colocé los tubérculos y en las noches se cubrieron con
yute; estos dos almacenamientos se realizaron en la zona de cultivo. EI almacenamiento
refrigerado se realizé en el laboratorio IBT, para lo cual las muestras fueron enviadas
inmediatamente después de la cosecha y se almacenaron aproximadamente a 4 °C. Se

tomaron muestras de cada tratamiento a los dias 3, 6, 9, 12y 15.

Este disefio experimental se aplico con la finalidad de evaluar el efecto de los tres
almacenamientos post-cosecha, los que implican factores abidticos como radiacion solar,
temperatura y deshidratacion, sobre las variables respuestas consideradas, actividad
mirosinasa, contenido y perfil de glucosinolatos y carotenoides. El disefio experimental es

mostrado en la Figura 12.
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Almacenamiento post-cosecha Estudio enzimatico y de metabolitos secundarios
Control 0 dias >
r 3 dias >
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L 15 dias >
8 S r 3 dias >
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Analisis enziméatico
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%
TU - -
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Contenido y perfil de glucosinolatos y
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Figura 12: Esquema del disefio experimental. HR (Humedad relativa del ambiente entorno a las muestras), T (Temperatura del

ambiente entorno a las muestras) y Ti (Temperatura interna de las muestras).



3.6. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico se utiliz6 un disefio multifactorial y se evaluaron mediante un
Analisis de Varianza (ANVA) al 5 por ciento de significancia y comparados mediante la
prueba de Tukey. El tratamiento estadistico de los datos se realizd con el software
STATGRAPHICS.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

En la presente investigacion se estudio el efecto del estrés abidtico de tres almacenamientos
post-cosecha (refrigeracion, sombra y soleado) sobre la sintesis de glucosinolatos, actividad
mirosinasa y carotenoides de la mashua (accesion ARB 5241, de céscara purpura y pulpa

amarillenta con jaspes morados).

La temperatura y humedad relativa del medio circundante a los tubérculos almacenados fue
monitoreada, asi en refrigeracion la temperatura oscilé entre 1.6-5.2 °C y 75-90 por ciento
de HR; en condiciones de sombra entre 8.2-19.1 °C y 35-82 por ciento de HR y en el soleado
entre 3.5-50.8 °C y 10-88 por ciento de HR.

El control de la temperatura interna del tubérculo varié entre 1.8-6.9, 8.2-17.7 y 3.4-46.6 °C
para el tratamiento refrigeracion, sombra y soleado, respectivamente. La humedad inicial de
los tubérculos de mashua fue de 88.19 por ciento, 88.7 por ciento de humedad fue reportado
por Espin et al. (2001); asimismo Grau et al. (2003) reporto6 el rango de 79 a 94 por ciento,

valores similares al obtenido en el presente estudio.

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos y su respectiva discusion, del efecto
de los diferentes almacenamientos post-cosecha (refrigeracion, sombra y soleado) sobre el

metabolismo de los glucosinolatos, actividad mirosinasa y carotenoides.

4.1. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE GLUCOSINOLATOS EN
MASHUA

La mashua cosechada (control) fue analizada por su perfil y contenido de glucosinolatos
(Figura 13); donde podemos determinar por los tiempos de retencion (tr), la presencia de

cinco glucosinolatos los cuales se muestran en el Cuadro 3; atendiendo asu clase se



identifican como un alifético, un indolico y tres aromaticos. Cabe resaltar que esta especie

es muy caracteristico por estos metabolitos secundarios.

Cuadro 3: Clases de glucosinolatos identificados en mashua

°N NOMBRE SISTEMATICO NOMBRE TRIVIAL CLASE
1 5-metilsulfinilpentil glucosinolato Glucoalisina Alifético
2 4-hidroxibencil glucosinolato Glucosinalbina Aromético
3 3-indolmetil glucosinolato Glucobrasicina Inddlico
4 bencil glucosinolato Glucotropaeolina Aromaético
5 4-metoxibencil glucosinolato Glucoaubrietina Aromatico

Dos tipos diferentes de glucosinolatos han sido reportados en la familia Tropaeolaceae,

alifaticos derivados de metionina, isoleucina y valina y aromaticos derivados de fenilalanina
y tirosina (Fahey et al., 2001). Sin embargo, en la accesion (ARB 5241) de la presente

investigacion se encontrd también un glucosinolato indolico. Ortega et al. (2006) mencionan

que los precursores de los glucosinolatos en la mashua son la fenilalanina y la tirosina.
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Figura 13: Cromatograma de glucosinolatos en mashua, la identificacion de los

compuestos se muestra en el Cuadro 3.

La glucoaubrietina representa el 97.43 por ciento del total de glucosinolatos, seguido de la

glucoalisina que representa el 1.85 por ciento y el resto de glucosinolatos representa el 0.72

por ciento, por lo cual la correlacion entre glucosinolatos totales y glucoaubritina es alta. Al

respecto Johns y Towers (1981) y Ramallo et al. (2004), han reportado solo la presencia de

Glucoaubrietina en variedades domésticas de mashua. Por otro lado, Ortega et al. (2006)
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identificaron tres glucosinolatos aromaticos en muestras de mashua cultivadas y sus
parientes silvestres, los cuales fueron: glucosinalbina, glucotropaeolina y glucolimnatina (3-
metoxibencil glucosinolato) y seis perfiles diferentes de glucosinolatos (solo glucolimnatina;
solo glucotropaeolina; glucosinalbina y glucotropaeolina; glucosinalbina y glucolimnatina;
glucotropaeolina y glucolimnatina; y aquellos que presentaron glucoalisina,
glucotropaeolina y glucolimnatina). Asi también, Martin e Higuera (2016) identificaron
como glucosinolato predominante en accesiones de mashua colombiana a la glucoaubrietina,
y en menor cantidad a la glucoalisina. Valer et al. (2001) citados por Gonzales et al. (2009)
reportaron la presencia de glucosinalbina, metoxi-hidroxi-bencil glucosinolato,
glucoaubrietina y glucotropaeolina en diferentes partes de la planta de mashua, siendo la
glucoaubrietina el glucosinolato predominante, tal como lo sefialan Johns y Towers (1981),
Ramallo et al. (2004) y Martin e Higuera (2016). Ramirez y Roosevelt (2017) identificaron
a glucotropaeolina, gluconasturtina, glucoaubrietina y glucobrassicina en la accesion de

mashua chispeada, predominando la glucobrassicina en esta accesion.

La muestra de mashua cosechada (dia cero) present6 una cantidad total de glucosinolatos de
54.19 umol/g bs (calculada como equivalente de glucotropaeolina). Moscol (2013) reportd
la cantidad de 107.3 pmol/g bs en mashua morada. Ramallo et al. (2004) determinaron la
concentracion de glucosinolatos en variedades domesticas de mashua boliviana y
encontraron valores entre 36.5 y 90.0 umol/g bs. Ortega et al. (2006) reportaron el contenido
total de glucosinolatos entre 0.27 a 50.74 umol/g bs en mashua cultivada y sus parientes
silvestres, asi también determinaron que la mayoria de las accesiones de glucosinolato de
bajo contenido se distribuyeron dentro de la poblacién cultivada con una concentracion de
glucosinolato total inferior a 5.00 umol/g bs y los mayores contenidos de glucosinolatos
totales y especificos (mas de 25.00 umol/g bs) en la poblacion silvestre. Martin e Higuera
(2016) reportaron el contenido total de glucosinolatos en accesiones de mashua colombiana
entre >3.00x10 y 25.8 umol/g bs. Ramirez y Roosevelt (2017) determinaron el contenido
de glucosinolatos en mashua amarilla chispeado, encontrando el valor de 13.09 umol/g bs.
Arias (2011) afirma que el contenido de glusidos cianogénicos y glucosinolatos en vegetales
frescos se ve afectados por muchos factores, tales como el tipo de suelo, el espacio entre
planta, la luz, la temperatura y aplicacion de fertilizantes, esto podria indicar la gran
variancion en el contenido de glucosinolatos de los estudios revisados. Por otro lado, en

raices de maca, Yabar et al. (2011) reportaron valores de 15.0, 22.6 y 27.7 umol/g bs para
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los ecotipos de maca negra, amarilla y roja respectivamente; asi también Campos et al.
(2013) reportaron un valor maximo de 16.4 pmol/g bs de glucosinolatos totales. Zhang et al.
(2017) analizaron el contenido de glucosinolatos en quince muestras de maca cultivada en
China y encontraron un total de glucosinolatos entre 18.76 a 73.33 umol/g bs.

Pocos son los estudios de glucosinolatos orientados a raices y tubérculos andinos en
comparacion a especies del género Brassica. Multiples trabajos reportaron el contenido de
glucosinolatos en flores de brocoli 10.97, 10.35, de 3.0 a 20.9 umol/g bs (Alvarez-Jubete et
al., 2014; Aguil6-Aguayo et al., 2015; Valverde et al., 2015 respectivamente). Asi también,
Kapusta-Duch et al. (2016) reportaron el contenido de glucosinolato en coliflor verde,
coliflor purpura y nabicol encontrando valores de 5.2, 826 y 7.34 umol/g bs

respectivamente.

Martin e Higuera (2016) mencionan que el perfil y el contenido de glucosinolatos en el
tubérculo de mashua dependen de la variedad, region y estados de crecimiento. Del anélisis
de glucosinolatos en mashua, el representativo es la glucoaubrietina, la cual se encuentra con
poca frecuencia en plantas comestibles, en consecuencia no hay informes sobre sus efectos
fisiologicos (Ramallo et al., 2004). Sin embargo, hay estudios de su efecto fungicida (Martin
e Higuera, 2016), ademas han sido muy exitosos en la reduccién de hongos patégenos de
suelo, nematodos, insectos y también se ha evaluado su efecto en el mejoramiento del
rendimiento de los cultivos (McGuire, 2004). Asi también se puede decir que el contenido
de glucosinolatos en mashua es mayor en comparacion al de la maca y a especies del genero
Brassica, lo cual hace de este cultivo una fuente valiosa en glucosinolatos principalmente
del tipo aromaético. Sin embargo, los glucosinolatos en grandes cantidades puede tener
efectos perjudiciales sobre el sistema nervioso, por lo que la dosis diaria admisible se

encuentra entre 24 y 1200 mg /persona /dia (Hernandez et al., 1995).

4.2. EFECTO DEL ESTRES ABIOTICO (REFRIGERACION, SOMBRA Y
SOLEADO) POST-COSECHA SOBRE LOS GLUCOSINOLATOS

Los resultados del contenido de glucosinolatos de la mashua almacenada en refrigeracion,

sombra y soleado se muestran en el Cuadro 4. El andlisis estadistico (anexo 2) mostr6é que
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existe  diferencia  significativa  (p<0.05) en el contenido total de
glucosinolatos/glucoaubrietina y el tipo de almacenamiento: siendo mayor el contenido en
sombra, segundo en refrigeracion y en menor contenido en soleado; sin embargo, para los
demads glucosinolatos no existe diferencia significativa entre el almacenamiento refrigerado
y sombra, pero si con el soleado, presentdndose este Gltimo en menor cantidad. Seguin Endara
y Coley (2011) los factores ambientales influyen en el metabolismo secundario, debido a
que las plantas sometidas a estrés producen mas metabolitos secundarios. Cramer et al.
(2011), mencionan que las respuestas de las plantas a las tensiones abidticas son dindmicas
y complejas; como las rutas metabdlicas de sintesis de glucosinolatos. La mashua al estar
almacenada en diferentes condiciones estuvieron expuestas a estreses abiéticos de humedad
relativa, temperatura y radiacion solar principalmente, no se controld estos factores; sin
embargo se monitorio la humedad relativa y temperatura del tubérculo y del entorno donde
estuvieron las muestras, asi como las temperaturas internas del tubérculo, como se sefiald

anteriormente.

Como se observa en el Cuadro 4 el contenido de glucosinolatos de las muestras sometidas a
refrigeracion respecto al control se comportd de forma oscilante durante los 15 dias de
almacenamiento teniendo como pico mas alto al dia 12 (78.38 pmol/g bs) y mostrando al dia

15 una ligera disminucion respecto al control (49.57 pmol/g bs).
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Cuadro 4: Contenido de glucosinolatos (umol/g bs) en mashua almacenadas en refrigeracion, sombra y soleado durante 15 dias

GLUCT%ST'EEEL?TOS GLUCOALISINA|GLUCOSINALBINA|GLUCOBRASICINA|/GLUCOTROPAEOLINA|GLUCOAUBRIETINA
Dias Refrigeracion
0 54.19+0.82¢« 1.00+0.19A8Cabc | 12+0.00ABCaP 0.09+0.02B¢ 0.17+0.008b% 52.80+0.98Ccd
3 57.56+0.274c 1.11+0.01A3bc 0.14+0.02A%b 0.12+0.00%2 0.19+0.00%2 56.01+0.28A
6 75.78+4.77% 1.19+0.05A0ab 0.16+0.03AB 0.13+0.00A82 0.18+0.01¢Pabc 74.12+4.6852
9 57.62+1.76° 0.96+0.04¢Pc 0.16+0.00ABCab 0.11+0.00¢P2 0.15+0.00PF¢f 56.24+1.720
12 78.38+0.35¢P2 1.36+0.028¢2 0.14+0.008¢ 0.13+0.00¢P2 0.18+0.002° 76.56+0.33¢P2
15 49.57+6.60%¢ 1.06+0.16BCabc 0.11+0.01¢abc 0.09+0.00P2 0.15+0.00% 48.16+6.42%
Dias Sombra
0 54.19+0.82¢% 1.00+0.19A8Cabc | 12+0.00ABCaP 0.09+0.02B¢ 0.17+0.0080¢d 52.80+0.98Ccd
3 78.63+1.9442 1.17+0.054%0 0.20+0.03%2 0.13+0.00%2 0.18+0.00A% 76.95+1.8742
6 82.13+0.5082 1.36+0.01A02 0.18+0.0382 0.13+0.0082 0.17+0.01¢Pcde 80.29+0.4752
9 74.85+3.08P 1.19+0.02¢% 0.15+0.00ABCab 0.13+0.00¢P2 0.17+0.00PFbcd 73.22+3.06P%
12 64.03+6.37¢Pbc 0.98+0.065¢M 0.14+0.01B¢® 0.11+0.01¢P2 0.17+0.00%bcd 62.63+630CP0¢
15 58.83+0.40F 0.86+0.038¢bcd 0.13+0.00%2° 0.11+0.00P2 0.16+0.0054f 57.58+0.435
Dias Soleado
0 54.19+0.82¢ 1.00+0.19A8Cabc | 12+0.00ABCaP 0.09+0.02B¢ 0.17+0.008b¢d 52.80+0.98Ccd
3 76.05+3.0242 1.19+0.044%0 0.16+0.00A% 0.13+0.0142 0.18+0.00A% 74.39+2.9742
6 23.81+0.075¢ 0.53+0.02ABde 0.09+0.00AB20 0.07+0.00AB" 0.00+0.00¢P9 23.12+0.095¢
9 7.66+0.38°" 0.38+0.00%® 0.05+0.07ABChe 0.00+0.00°P¢ 0.00+0.00P*9 7.23+0.30°"
12 5.90+0.08¢Pf 0.32+0.008¢¢ 0.05+0.08B¢kc 0.00+0.00°P¢ 0.00+0.00%9 5.53+0.01¢Pf
15 4.51+0.29 0.76+0.048¢ 0.00+0.00%¢ 0.09+0.02°¢ 0.00+0.00%9 3.75+0.255

Los valores medios que presentan letra capital diferente en la misma columna muestran diferencias significativas al someterse a la prueba de Tukey (p<0.05) para el factor

dias de evaluacion. Las letras minusculas diferentes en la misma columna indican diferencias significativas para la interaccion de factores (p<0.05) entre todas las muestras.




De lo expuesto se podria afirmar que la refrigeracion conserva el nivel de glucosinolatos
durante los 15 dias de evaluacion. La temperatura es un factor decisivo en la actividad
respiratoria en particular, y en el metabolismo, en general. Ramén (2017) menciona que la
refrigeracion disminiy6 la respiracion y transpiracion en los tubérculos de mashua. Una
disminucién de 10°C trae consigo una reduccién en la velocidad de las reacciones a
aproximadamente la mitad (Wills et al., 1999). Por otro lado, Ramallo et al. (2004)
realizaron una prueba con dos variedades de mashua para evaluar el efecto del
almacenamiento a 6 °C sobre los glucosinolatos, observando que en la variedad de rayas
moradas el contenido de glucosinolato se mantuvo estable durante el periodo de evaluacién
en contraste de la variedad amarilla, cuyo contenido de glucosinolatos aumento y
posteriormente disminuyo, dicha tendencia fue justificada por la complejidad de la

bioguimica de la regulacion de glucosinolatos en la sintesis y degradacion en los tubérculos.

Cabe mencionar que en la presente investigacion la temperatura del entorno donde
estuvieron los tubérculos fluctuo entre 1.6 — 5.2 °C y la humedad relativa entre 75 — 90 por
ciento durante el periodo de evaluacion, lo cual pudo haber influenciado en la tendencia
oscilante del contenido de glucosinolatos. Cartea y Velasco (2008) mencionan que la
humedad relativa solo es un factor critico para la retencion de glucosinolatos cuando las
temperaturas post-cosecha se elevan por encima de 4 °C, asi también mencionan que se
recomienda una alta humedad relativa del 98 — 100 por ciento para mantener la calidad post-
cosecha en el brocoli. En nuestro estudio la humedad relativa permitié mantener el contenido
de glucosinolatos en la mashua, posiblemente relacionado a la tasa de respiracion. Lee et al.
(2015) realizaron un estudio para investigar el efecto del almacenamiento a 4 °C por 72 horas
de la col china, de lo cual hallaron que el contenido de glucosinolatos se redujo gradualmente
de 13.1 a 7. 41 umol/g bs, sugiriendo finalmente que los contenidos nutricionales de la col
china, especialmente glucosinolatos no se conservan durante mucho tiempo en frio. Yang et
al. (2010) estudiaron la influencia del almacenamiento de hojas de Pakchoi (Brassica rapa
L. ssp. chinensis var. Communis) a 4°C durante 9 dias, observandose un incremento del nivel
de glucosinolatos totales al dia 5 y 7 y retornando al nivel inicial al dia 9, recomendando el
almacenamiento en refrigeracion debido a que aumenta el nivel de glucosinolatos y aumenta
el tiempo de vida del vegetal. Baenas et al. (2017) evaluaron el almacenamiento de rabanos
y brécoli a5y 10 °C por 14 dias observando menor disminucion de glucosinolatos a 5 °C.

Schreiner y Huyskens (2006) mencionan que el efecto de la temperatura sobre el contenido
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y la composicidn de los glucosinolatos depende de la etapa de desarrollo del producto; es asi
que Chong y Berard (1983) mencionan que durante el almacenamiento a 5 °C, el contenido
de glucosinolatos en el repollo aument6 hasta el inicio de la senescencia, y posteriormente
disminuyo rapidamente. También se produjo una descomposicion distinta del glucosinolato
en brdcoli almacenado a 4 °C cuando las cabezas de brdcoli comenzaron a deteriorarse
(Rangkadilok et al., 2002); de acuerdo a Farnsworth (2004) este efecto pudo haber sido
causado por la pérdida de la integridad de la membrana celular inducida por la senescencia,
Rodrigues y Rosa (1999) mencionan que la refrigeracion a 4 ° C y la congelacién
demostraron ser los mejores procesos de conservacion para mantener altos niveles de
glucosinolatos en brocoli. El contenido de glucosinolatos individuales y totales disminuy6
en los vegetales de Brassica (brécoli, coles de Bruselas, coliflor y col verde), cuando se
almacenaron en un refrigerador doméstico (4 — 8 °C) durante 7 dias, a diferencia de cuando
se almaceno a temperatura ambiente (Song y Thornalley, 2007), lo que se podria deber a su
perecibilidad y efectos negativos frente temperatura de refrigeracion. Por otro lado, Hodges
et al. (2006) realizaron una evaluacion de 2 tipos de almacenamiento (atmosfera controlada
y aire, ambos a 0 °C) por 56 dias a intervalos de analisis a 0, 14, 28, 42 y 56 dias para coliflor
(Brassica oleracea var. Botrytis cv. Freemont), encontrando que no existe diferencia en el
perfil de glucosinolatos entre los tratamientos de almacenamiento. Los aumentos en los
niveles de gluconapina y glucobrasicina pueden estar relacionados con cambios metabdlicos
asociados con senescencia natural y/o inducida por estrés. Asi mismo, Rybarczyk-Plonska
et al. (2016) estudiaron cdmo los niveles de glucosinolato en los brotes de brdcoli se ven
afectados por el tiempo de almacenamiento, la temperatura y los tratamientos de radiacion,
simulando las condiciones de almacenamiento comercial mapeado desde la cosecha hasta la
compra del consumidor, de ello sugieren que la combinacion de pre-almacenamiento a 0 °C
y posterior almacenamiento a 10 °C debe aplicarse preferentemente para promover altos
niveles de glucosinolatos y para retrasar la senescencia (para mantener las inflorescencias

de brocoli mas tiempo en la etapa vegetativa).

Es importante considerar que la estructura celular, la respiracion y la traspiracion de
hortalizas y tubérculos no es la misma. Por lo tanto las condiciones de almacenamiento en
frio generaran diferentes resultados. La mayoria de estudios recomienda la refrigeracion para
mantener o incrementar el contenido de glucosinolatos en especies del género Brassica, en

nuestro estudio la refrigeracién ha permitido incrementar en 44.64 por ciento respecto al
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control el contenido de glucosinolatos hasta el dia 12, con lo cual podriamos recomendar
mantener a temperatura de refrigeracion los tubérculos de mashua después de la cosecha por

un tiempo menor a 12 dias.

Respecto al almacenamiento en sombra permitié incrementar el nivel total de glucosinolatos
hasta el dia 6 (82.13 umol/g bs) y posteriormente el contenido disminuyd hasta un valor
ligeramente mayor al control (58.83 umol/g bs). La temperatura del microclima generado en
torno a los tubérculos fluctud entre 8.2-19.1 °C y la humedad relativa entre 35.0-82.0 por
ciento. Song y Thornalley (2007) no observaron disminucion significativa en el contenido
de glucosinolatos en verduras de Brassica (brocoli, coles de Bruselas, coliflor y repollo
verde) cuando se almacend a temperatura ambiente y refrigerada. Las diferencias en los datos
puede deberse a la diferencia en las condiciones de almacenamiento (temperatura fluctuante
frente a temperatura controlada). Hwang et al. (2012) Mencionan gque un almacenamiento
prolongado a temperatura ambiente puede reducir el nivel de glucosinolatos en col coreana,
asi también Toivonen y Forney (2004) reportaron un rapido deterioro de glucosinolatos en
brécoli después de la cosecha cuando se mantuvieron a temperatura ambiente, causada
principalmente por una deshidratacion mas rapida y ruptura de las paredes celulares y por lo
tanto una hidrélisis enzimatica por la mirosinasa. Ramon (2017), menciona que la mashua
almacenada en sombra sufrio perdida de agua durante los dias de evaluacion, sin embargo

esta deshidratacion no generé demasiados cambios en el nivel de glucosinolatos.

Como se menciona en los estudios, en vegetales de Brassica el almacenamiento a
temperatura ambiente mantiene o disminuye el nivel de glucosinolatos, por el contrario en
la mashua el almacenamiento a temperatura ambiente bajo sombra ha permitido incrementar
el nivel de glucosinolatos incluso mayor al almacenamiento refrigerado. En los vegetales de
Brassica posiblemente se genera perdida de la estructura celular a temperatura ambiente, lo
cual genera pérdidas en el contenido de glucosinolatos, caso contrario a lo que sucede en el

almacenamiento de los tubérculos de mashua en sombra.

Respecto al almacenamiento en soleado los tubérculos estuvieron expuestos a tres estreses
abidticos (humedad relativa, temperatura y radiacién solar) principalmente, los cuales
generaron cambios en el metabolismo de la mashua, es asi que se observa un incremento en

el contenido total de glucosinolatos hasta el dia 3 (76.05 umol/g bs), de alli hasta el dia 15
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el nivel de glucosinolatos descendié paulatinamente hasta el valor de 4.51 pmol/g bs. Asi
también se observa que a partir del dia 9 no se detecta la presencia de glucobrasicina, ello se
podria deber a que los glucosinolatos indélicos son mas sensibles a las condiciones de
almacenamiento en comparacion a los alifaticos y aromaticos (Verkerk et al., 2001). Asi
también la glucotropaeolina no es detectada a partir del dia 6. La temperatura del microclima
generado en torno de los tubérculos oscilo entre 3.5-50.8 °C, temperaturas muy extremas y
cambiantes. De acuerdo a un pronostico estacional realizado por el Senamhi para el distrito
de Jauja en el mes de Junio del 2015 se estimé que la temperatura maxima de la zona estaria
alrededor de 16 a 20 °C y la temperatura minima de 0 a 4 °C (Ramos et al., 2015); lo que
nos podria indicar que el calor generado por la respiracion de los tubérculos mas el calor
ganado por el soleado hacen que la temperatura del entorno suba hasta 50 °C, relacionandose
este hecho con la pérdida de peso durante este periodo (Ramoén, 2017). Por lo expuesto se
puede asumir que se presento ruptura de tejido celular, haciendo que el glucosinolato y la
mirosinasa entren en contacto, generando de este modo efectos significativos sobre el
contenido de glucosinolatos. Ninguno de los estreses fue controlado, pero si monitoreado, el
soleado es una practica doméstica/ancestral que realizan los productores de mashua en la
sierra del Peru, el soleado es realizado con el objetivo de aumentar la dulzura y disminuir el

contenido de glucosinolatos en la mashua (Grau et al., 2003).

Por otro lado Moscol (2013) no observo diferencia significativa entre el contenido de
glucosinolato inicial y después de 7 dias de soleado en mashua morada. La diferencia podria
deberse a la variedad, intensidad del soleado, el cual depende de la intensidad de radiacién
que se presentd en ese afo, clima, entre otros factores. De acuerdo a Variyar et al. (2014) la
radiacién UV-B actGa como un estrés ambiental y desencadena diversas respuestas en las
plantas. Estos incluyen cambios en el crecimiento, desarrollo, morfologia y aspectos
fisiologicos. Segun Nadeau et al. (2011) desde el punto de vista de la preservacion de la
calidad y el incremento de la cantidad de glucosinolatos en el brocoli fresco, seria favorable
tratar el brécoli con 0.333 Wh/m?, dosis éptima de radiacion UV-C. Asi también Schreiner
et al. (2009) en un estudio sobre el efecto de la radiacion UV sobre hojas de Tropaeolum
majus demostré que a una dosis de 0.150 Wh/m?, un tiempo de exposicion de 2 horas a UV-
B y un tiempo de adaptacion de 22 horas después de la exposicién podria aumentar la
concentracion de glucotropaeolina hasta seis veces en comparacion al control. Wang et al.

(2011) investigaron el contenido de glucosinolatos y la expresion de genes relacionados en
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respuesta a la radiacién UV-B mejorada (1.55 W/m?) en Arabidopsis (Arabidopsis thaliana).
En la primera hora de radiacion UV mejorada, la radiacion UV-B indujo la produccion de
glucosinolatos; sin embargo, después de una exposicién UV-B continua durante 12 horas, la
expresion de los genes relacionados con el metabolismo del glucosinolato se inhibid
significativamente y el contenido de glucosinolato disminuyo, especialmente el de los
glucosinolatos indolicos, también observaron que la exposicion a UV-B condujo al dafio de
la membrana celular y la disminucién del contenido relativo de agua, para contrarrestar dicho
efecto las plantas irradiadas se mantuvieron en oscuridad durante 12 horas, de manera que
el estado fisiologico de las hojas pudo recuperarse parcialmente. Como resultado, tanto la

expresion del gen de glucosinolato como el contenido volvieron a los niveles del control.

Como se observa en los estudios realizados se recomienda exponer a radiacion UV a los
vegetales de Brassica a periodos cortos (horas), dado que incrementa el nivel de
glucosinolatos. En nuestra investigacion someter al tubérculo por un periodo de 15 dias a
soleado (radiacion solar) provoco la pérdida de 91.67 por ciento de glucosinolatos. En todo
caso se recomienda exponer los tubérculos al sol por un periodo hasta de 3 dias por las

razones expuestas.

Hasta el momento se conoce las vias de sefializacion de sintesis de glucosinolatos ante
factores biologicos, mas no hay informacion sobre las vias de sefializacién en caso de
factores abioticos que afectan a los vegetales posterior a la cosecha, como mencionan Yan y
Chen (2007) el metabolismo del glucosinolato se desarrolla a travées de las interacciones de
las plantas con el medio ambiente y estd constantemente regulado por diferentes factores
ambientales. Durante los ultimos afios, se ha prestado mayor atencion a la produccion de
glucosinolatos inducida por patdgenos y herbivoros (factores biologicos). El proceso esta
mediado al menos parcialmente por acido jasmoénico (JA), acido salicilico (SA) vy etileno
(ET), las principales hormonas asociadas con las respuestas de defensa. Se cree
generalmente que estas tres moléculas de sefializacion interactlan para generar las
reacciones de defensa de las plantas. Se necesitan mas estudios para determinar la sofisticada
red de sefializacion que conecta los factores ambientales y el metabolismo del glucosinolato.
Asi también el nivel de glucosinolatos es diferente en todas las partes de la planta tal como
lo menciona Valer (2001) citado por Gonzales et al. (2009) que analizaron el nivel de

glucosinolatos de mashua en hojas, tubérculos, raices y tallos; observando un mayor
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contenido de glucosinolatos en los tubérculos, seguido de las raices, tallos y hojas, por lo
que podriamos decir, que las partes de la planta en contacto con el suelo presentan mayor
contenido de glucosinolatos. Van Dam et al. (2009) resumieron informacién sobre los
niveles de glucosinolatos en raiz y brotes de 29 especies de plantas, sefialando que las raices
tienen concentraciones mas altas y una mayor diversidad de glucosinolatos que los brotes.
Los mismos autores sefialan que las raices tienen niveles significativamente més altos 2-
feniletilo glucosinolato (aromatico), posiblemente por la mayor eficacia y toxicidad de sus
productos de hidrolisis en el suelo. Dicha informacion podria sustentar la mayor
concentracion de glucosinolatos en los tubérculos y raices, en comparacion a los vegetales
como los del género Brassica. Ademas de confirmar el predominio de glucosinolatos

aromaticos en los tubérculos.

43. EFECTO DEL ESTRES ABIOTICO (REFRIGERACION, SOMBRA Y
SOLEADO) POST-COSECHA SOBRE LA ACTIVIDAD MIROSINASA

En Brassicaceae, el sistema glucosinolato-mirosinasa juega un papel importante en la
defensa contra herbivoros y patdgenos (Gershenzon y Halkier, 2006). Su eficacia puede estar
relacionada con la calidad y cantidad de glucosinolatos asi como de la actividad de las
mirosinasas. A continuacion se muestra los resultados de la actividad mirosinasa de la
mashua durante la post-cosecha almacenada en refrigeracion, sombra y soleado en la Figura
14. El anélisis estadistico mostro que existe diferencia significativa (p<0.05) en la actividad
mirosinasa y los tres tipos de almacenamiento (Anexo 3). Durante la cosecha la actividad

mirosinasa para la mashua fue de 3.14 U/g bs.
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Figura 14: Evolucion de la actividad mirosinasa de las muestras de mashua morada

almacenadas en refrigeracion, sombra y soleado durante 15 dias.

Se puede notar claramente que en los tres almacenamientos la actividad mirosinasa se
incrementa hasta cierto dia, a partir del cual disminuye. También se puede observar que la
mayor actividad mirosinasa se obtuvo en el almacenamiento en refrigeracion del dia 12; sin
embargo, por el contenido de glucosinolatos, se podria decir que no entraron en contacto
enzima-sustrato, o que hubo mayor sintesis que degradacion de lo cual la acumulacién neta

de glucosinolatos fue casi constante.

La baja actividad de la mirosinasa en el soleado puede estar relacionada con la disminucion
de la concentracion del acido L-ascorbico, esta disminucion fue reportada por Ramon
(2017). Al respecto, Shikita et al. (1999) y Burmeister, (2000), mencionan que el acido
ascdrbico es un cofactor conocido de la mirosinasa, que sirve como catalizador base en la
hidrolisis de glucosinolatos, y la variacion en su concentracion altera la actividad de la
enzima. Lee et al. (2017) mencionan que la disminucion del contenido de &cido ascorbico y
la expresion del gen MBP2 (relacionado con la mirosinasa) fueron las causas primarias de
la actividad reducida de la mirosinasa en rabano. Posiblemente también la actividad de la

enzima disminuya al reducir la cantidad de sustrato presente en la mashua.
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Segun Banerjee et al. (2014) los dafios en los tejidos como resultado del procesamiento post-
cosecha del vegetal pueden dar lugar a descomposicion celular y la consecuente hidrélisis
de los glucosinolatos por la mirosinasa endégena. La presencia de mirosinasa activa es un
requisito previo para la formacion de productos de descomposicion de glucosinolatos, tales
como isotiocianatos. Sin embargo, hay pocos informes sobre el efecto del tratamiento post-
cosecha sobre la actividad mirosinasa, debido a que los trabajos se centran principalmente
en la pérdida de la actividad de la mirosinasa o la inhibicion por coccion en microondas o
por vaporizacion. Asi también reportan que irradiando coles con 0.5 a 2.0kGy no hay cambio
significativo en la actividad mirosinasa. Lim et al. (2015) evaluaron la calidad post-cosecha
de 2 variedades de raices de rdbano. Midieron la concentracion de formacion de sulforafano
y la actividad mirosinasa, observando la mayor formacién del isotiocianato el primer mes
asi como la mayor actividad mirosinasa, luego disminuyeron continuamente. Asi Aires
(2012) senala que las plantas con mayor actividad mirosinasa son mas propensas a una mayor
degradacion de glucosinolatos, y por lo tanto, cuando se someten a ciertas condiciones de
almacenamiento son méas afectadas que las plantas que presentan menor actividad
mirosinasa. Se ha informado de que el glucosinolato y sus productos de degradacion, asi
como los genes del sistema enzimatico de la mirosinasa, podrian ser regulados en respuesta

al estrés abiotico (Jost et al., 2005; Del Carmen Martinez-Ballesta et al., 2013)

La mirosinasa es una enzima relativamente termolabil. Sin embargo, en las Brassicaceae su
estabilidad térmica varia dependiendo de la especie, en col verde se observd una estabilidad
a 55 °C durante 10 min (Ghawi et al., 2012) y 60 °C en brocoli (Matusheski et al., 2004).
Verkerk y Dekker (2004) mencionan que la actividad de la mirosinasa aumenta con calor
moderado de hasta aproximadamente 60 °C, y la inactivacion se produce a temperaturas mas
altas. Como por ejemplo en la mostaza amarilla y colza las mirosinasas tienen la mayor
estabilidad térmica de las Brassicas y se inactivan a 70 °C durante 10 min (Van Eylen et al.,
2007). Por lo tanto podriamos mencionar que la actividad de la mirosinsa depende de varios

factores, algunos de los cuales son la temperatura y concentracion de acido ascarbico.

Asi también se podria sefialar la relacion entre la sintesis y degradacion de glucosinolatos o
la formacion de isotiocianatos, por tal motivo se analizé el sistema glucosinolato-mirosinasa
en la mashua morada. En la Figura 15, 16 y 17 se muestra la evolucion de la actividad

mirosinasa y glucosinolatos, se puede aprecia que la actividad mirosinasa se incrementa y
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disminuye conforme lo hacen los glucosinolatos. Para ver la correlacion entre los
glucosinonatos y la actividad mirosinasa se determind el coeficiente de correlacion (R2)
(Anexo 4).
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Figura 15: Contenido de Glucosinolato y actividad mirosinsa durante refrigeracion.
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Figura 16: Contenido de Glucosinolato y actividad mirosinsa durante sombra.
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Figura 17: Contenido de Glucosinolato y actividad mirosinsa durante soleado.

El coeficiente de correlacion para glucosinolatos totales y la actividad mirosinasa para el
almacenamiento en refrigeracion, sombra y soleado fue de 0.57, 0.28 y 0.39
respectivamente. Interpretando como una correlacion positiva media para refrigeracion y
baja para sombra y soleado. Lo que nos indica que en refrigeracion presentd una relacion
entre el nivel de glucosinolatos y la actividad mirosinasa. Li et al. (2004) determind la
correlacién de Pearson de la actividad de mirosinasa con glucosinolatos totales y sinigrina
en 27 accesiones de raices y 9 de hojas en rabano picante, a lo que afirmé que la correlacion
no fue significativa en las raices. Sin embargo, en las hojas hubo correlaciones significativas
entre la actividad mirosinasa y la sinigrina, y entre la actividad mirosinasa y los
glucosinolatos totales. La falta de correlaciones entre la actividad de la mirosinasa, la
sinigrina y los glucosinolatos totales en las raices se observo incluso cuando se utilizo el
mismo subconjunto de accesiones que en las hojas. Kleinwachter et al. (2008) mencionan
que las fuertes diferencias en la degradacion del glucosinolato no estan correlacionadas con
la actividad real de la mirosinasa, y las actividades menores detectadas en hojas de
Tropaeolum majus parecen no limitar la hidrélisis de la glucotropaeolina inducida por el
secado. Esto indica que existen factores diferentes al contenido real de actividad mirosinasa
que determinan el grado de degradacion del glucosinolato mientras se seca. Se puede
suponer que, la estabilidad de las estructuras celulares es importante. En este contexto, el

espesor de las paredes celulares es de especial interés. Mientras mas gruesa es la pared
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celular, menor es la probabilidad de que las células se colapsen cuando la turgencia
disminuye y que debido al descompartimiento en curso, los glucosinolatos se hidrolizan.
Ademas, no puede excluirse que otros factores, que son inducidos durante el secado, pueden
desempefiar un papel importante, como proteinas que se unen a las mirosinasas (Taipalensuu
et al., 1996).

44, CAMBIOS EN EL CONTENIDO TOTAL DE CAROTENOIDES, -
CAROTENO EN MASHUA DURANTE EL ALMACENAMIENTO POST-
COSECHA EN SOMBRA, SOLEADO Y REFRIGERACION

El contenido de carotenoides totales en la mashua cosechada fue de 5.26 mg de p-caroteno
equivalente/100g bs. Temoche (2003) report6 el contenido de carotenoides totales en 6
clones de mashua morada los cuales estuvieron entre 0.70 y 2.85 mg de 3-caroteno/100g bs,
asi algunos clones amarillos exhibieron valores de carotenoides méas altos. Chirinos et al.
(2007) obtuvieron el contenido total de carotenoides en 3 cultivares de tubérculos de mashua
morada cosechadas a los 7.5 meses, dicho valor se encontro entre 1.0 y 5.0 mg p-caroteno
equivalente/100g bs. Dichos valores son similares al valor encontrado en la presente
investigacion. Sin embargo, la mashua amarilla parece presentar valores mayores de
carotenoides totales (7.0-13.2 mg pB-caroteno equivalente/100g bs) tal como lo reporta
Chirinos et al. (2007). Huaccho (2016) reportd valores de carotenoides en 48 cultivares de
tubérculos de mashua amarilla en un rango entre 0.48 a 15.09 mg p-caroteno
equivalente/100g bs. Con lo cual podriamos afirmar que las variedades amarillas de mashua
presentan por lo general mayores valores de carotenoides totales en comparacion a los
morados. El valor encontrado de carotenoides totales en la investigacion se encuentra mas
cercano al reportado por Chirinos et al. (2007), la diferencia con los resultados reportados
por otros autores se podria deber a la variedad, accesion o genotipo, al método de analisis,

tratamiento de muestra, zona de procedencia de la materia prima, entre otros factores.

La papa es un tubérculo muy estudiando en cuanto a su contenido de carotenoides, es asi que
Campbell et al. (2010) reportaron el contenido de 0.9 mg/100g bs como carotenoides totales
en pulpa de papa; por otro lado, en razas andinas de papa se encontraron valores de 0.3 a 3.6
mg/100g bs (André et al., 2007a) y en cultivares amarillos reportaron valores de 2.62

mg/100g bs (Kotikova et al., 2016). La mashua en comparacién a la papa parece presentar
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un mayor contenido de carotenoides; lo cual confirma lo mencionado por Campos et al.
(2006), que los tubérculos de mashua presentan mayor contenido de carotenoides totales en
comparacion a la papa, olluco y oca; sin embargo, presenta un contenido de carotenoides
inferior a otras frutas, verduras y raices, por ejemplo la zanahoria recién cosechada presenta
un valor de 72.7 mg/100g en B- y a- caroteno, los cuales representan el 90 por ciento de
carotenoides totales (Lee, 1985). Asi también Garcia (2016) report6 el contenido total de
carotenoides en dos variedades de licuma, 30.0 y 25.0 mg B-caroteno equivalente/100g bs
para variedad Beltrdn y Seda respectivamente; lo cual nos permite mencionar que el
contenido de carotenoides de la mashua es importante entre algunos tubérculos; sin embargo,

como fuente de carotenoides tenemos a otros alimentos con mayor contenido.

Después de la cosecha el contenido de carotenoides se comporto diferente, de acuerdo al
analisis estadistico de los datos, el tipo de almacenamiento post-cosecha, dias e interaccion
con respecto al contenido de carotenoides totales mostraron diferencias significativas
(p<0.05) (Anexo 5). En general estos resultados indican que el tipo de almacenamiento bajo

diferentes condiciones ambientales puede ejercer variacion en el contenido de carotenoides.

El almacenamiento refrigerado mostro resultados casi constantes (Cuadro 5) a lo largo de
los 15 dias. La temperatura (1.6 - 15.7 °C) al parecer reduce las actividades bioquimicas de
sintesis y se observa mas bien una ligera degradacion. Griffiths et al. (2007) evaluaron el
almacenamiento post-cosecha de 37 lineas de papa criolla a 10 y 4 °C por 12 semanas,
observando en promedio una disminucion en el contenido de carotenoides a ambas
temperaturas de almacenamiento. Carmona et al. (2012) evaluaron el efecto de la
temperatura de almacenamiento a 2 °C, observando que el contenido de carotenoides
permanece casi sin cambios. Caprioli et al. (2009) mencionan que temperaturas bajas (1 6
10 °C) bajo atmosferas modificadas de almacenamiento post-cosecha, se podria retrasar la

sintesis de carotenoides totales en melocotones.
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Cuadro 5: Contenido de carotenoides totales y -caroteno en mashua almacenada en

refrigeracion, sombra y soleado

CAROTENOIDES TOTALES p-caroteno
(mg p-caroteno equivalente/100g bs) (1g/g bs)

Refrigeracion B

0 5.26+0.34ABcde 7.59
3 5.58+0.43Abcd 12.64
6 5.50+0.57A¢cd 7.16
9 4.36+0.7650%0 10.99
12 5.40+0.25°B 15.62
15 5.02+0.13ABcdef 16.44
Sombra A

3 5.07+0.33Acd® 10.74
6 7.47+0.68"2 23.25
9 5.83+0.12Bbc 19.47
12 6.21+0.88ABakC 20.65
15 6.99+0.08ABab 24.88
Soleado C

3 6.08+0.2042°¢ 13.44
6 3.83+0.81%¢f 8.23
9 3.53+0.738¢ 6.53
12 3.60+0.307B™ 5.11
15 3.61+0.16"B™ 5.68

Los valores medios que presentan letra capital diferente en la misma columna muestran diferencias
significativas al someterse a la prueba de Tukey (p<0.05) para los factores tipo de almacenamiento y dias de
evaluacion. Las letras minusculas diferentes en la misma columna indican diferencias significativas para la

interaccion de factores (p<0.05)

El contenido de carotenoides totales mostré un aumento durante el almacenamiento en
sombra hasta el dia 6, posteriormente disminuyd ligeramente. Este comportamiento podria
deberse a la temperatura (8.2 - 19.1 °C) de almacenamiento. Bhushan y Thomas (1990)
mencionan que el contenido de carotenoides tiende a disminuir en papas almacenadas a 15
y 20 °C. Janave y Thomas (1979) indican que el almacenamiento a temperatura ambiente
(25-30 °C) permitiria incrementar el contenido de carotenoides en tubérculos de papa de la
India. Carmona et al. (2012) mencionan que el almacenamiento post-cosecha de la naranja

a 12 °C estimula el incremento del contenido total de carotenoides en la cascara y en menor
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grado en la pulpa, este efecto se puede deber a la expresion creciente de genes claves en la

biosintesis de carotenoides.

El almacenamiento en sol redujo el contenido de carotenoides totales y p-caroteno (Cuadro
5), solo se observo un ligero incremento al tercer dia de soleado. Britton (1992) citado por
Temoche (2003) menciona que se debe tener en cuenta que los carotenoides son sensibles al
oxigeno, la luz y el calor. La estructura puede variar por &cido o &lcalis. Todos los
procedimientos que inevitablemente tienen riesgos de oxidacién, isomerizacion, etc., se
deben llevar lo mas répido posible. Posiblemente esto se deba a la temperatura generada en
torno a los tubérculos (3.5-50.8 °C), la cual en la noche era muy baja y en el dia llegaba a
registros de méas de 50 °C. Sin embargo, Chirinos et al. (2007) mencionan que el tiempo
habitual de exposicion solar para el consumo de mashua es de 5-7 dias, y de acuerdo a las
observaciones durante este periodo de almacenamiento hay tiempo suficiente para la sintesis
inducida de nuevos compuestos fenolicos y carotenoides. Por otro lado Griffiths et al. (2007)
sometieron a los tubérculos de papa criolla a luces de mercurio y sodio por 7 dias, resultando
en un aumento significativo en el contenido total de carotenoides. Ambos tipos de radiacion
produjeron un aumento similar, pero el perfil de carotenoides para cada tipo de luz, fue
diferente. Si bien es cierto el soleado puede ser bueno para algunas vias de sintesis de
metabolitos, este proceso debe ser controlado, en la presente investigacion el soleado bajo
las condiciones de estrés ambiental al que estuvo la mashua, solo provoco pérdida en los
carotenoides. Sin embargo, la reduccion de este metabolito se podria deber a las
antocianinas, Giami y Alu (1994) mencionan que las frutas donde el color en la etapa de
maduracion se debe a las antocianinas y en aquellas que retienen el color verde, el contenido

de carotenoides disminuye durante la maduracion.

Nuestros resultados indican que la sintesis, degradacion o acumulacion de carotenoides en
la mashua continban después de la cosecha, y el sistema se mejora durante el
almacenamiento en sombra; ademas las condiciones ambientales son relevantes, debido a

que se observo un incremento de B-caroteno, el cual es un precursor de la vitamina A.
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45. CAMBIOS EN LA COMPOSICION DE CAROTENOIDES EN MASHUA
DURANTE EL ALMACENAMIENTO EN SOMBRA, SOLEADO Y
REFRIGERACION

También se analizé los perfiles de carotenoides en los tres almacenamientos post-cosecha
(Figura 18, 19 y 20), el analisis HPLC permitio la separacion de 8 carotenoides, 7 de los
cuales pudieron ser identificados tentativamente mediante comparacién de tiempos de
retencidn y espectros de absorcion de picos desconocidos con patrones de referencia citados
por Kao et al. (2012). Los principales carotenoides identificados fueron: Neoxantina,
luteoxantina, luteina, zeaxantina, isomero de luteina (9 o 9'-cis luteina), criptoxantina y p-

caroteno, (Cuadro 6).

Cuadro 6: Identificacion de los carotenoides presentes en mashua

N° CAROTENOIDE tr (Min) | A (nm, referencia) A (nm)
1 Neoxantina 15.62 416, 440, 468 418.0, 442.2,472.4
2 Luteoxantina 19.20 446, 474 448.2,4717.3
3 Luteina 30.87 334, 420, 446, 474 335.5, 448.2, 476.1
4 Zeaxantina 35.49 342, 428, 454, 480 453.1, 480.9
5 Isdmero de luteina 39.41 330, 420, 440, 470 447.0,473.7
6 Criptoxantina 40.24 342, 428, 450, 482 450.6, 480.9
7 No identificado 59.70 457.9, 484.6
8 [-caroteno 62.37 454,478 351.0, 453.1, 479.7
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Figura 18: Cromatogramas HPLC de carotenoides de mashua almacenada en condiciones de refrigeracién, durante 0 (A), 3 (B), 6 (C),

9 (D), 12 (E) y 15 (F) dias.
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Figura 19: Cromatogramas HPLC de carotenoides de mashua almacenada en condiciones de sombra, durante 0 (A), 3 (B), 6 (C), 9
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Estas identificaciones se realizaron durante los 15 dias de evaluacion, observandose

diferentes perfiles cromatogréaficos en los tres tipos de almacenamiento post-cosecha.

En el dia 0 el carotenoide principal fue la luteina, sequido de neoxantina y luteoxantina y
pequenas cantidades de criptoxantina y 3-caroteno. La pulpa de la mashua estudiada (ARB
5241) es crema con zonas moradas, tal como se muestra en la Figura 21, este color crema-
amarillo se debe principalmente a la luteina. Brown et al. (2008) indicaron que el color
amarillo y naranja en la pulpa de tubérculos de papa se debe principalmente a la luteina y
zeaxantina, respectivamente; y la intensidad en el color se puede deber al contenido de
carotenoides que presentan los tubérculos (Brown, 2005). Los cultivares de papa con pulpa
blanca contienen menos carotenoides que los cultivares de color amarillo o naranja (Brown
et al., 2008).

Investigaciones del perfil de carotenoides en el tubérculo de mashua no se ha encontrado;
sin embargo el tubérculo de la papa es el mas estudiado en este tema; es asi que algunos
autores citan a la neoxantina, violaxantina, anteraxantina, luteina y zeaxantina como
carotenoides presentes en este alimento (Griffiths et al., 2007). Romer et al. (2002)
mencionan que los principales carotenoides de la papa son violaxantina, anteraxantina,
luteina y zeaxantina; y en pequefias cantidades B-caroteno, un precursor de la vitamina A,
sin embargo, mediante ingenieria genética se ha logrado un incremento promisorio de
neoxantina y acumulacion de p-caroteno en los tubérculos. Estos dos tubérculos tienen en
comun a los carotenoides de neoxantina, luteina, zeaxantina y p-caroteno, lo cual podria

deberse al color de la pulpa de ambos tubérculos.

Figura 21: Corte transversal del tubérculo de mashua.
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También se investigo el efecto de los estreses ambientales durante los almacenamientos post-
cosecha en el perfil de carotenoides de forma individual. A continuacion se explica el
comportamiento del metabolismo de los carotenoides durante los 15 dias de evaluacion.
Mercadante (2007) menciona que la carotenogénesis continlia en la mayoria de las frutas y
verduras que contienen carotenoides después de la cosecha, como albaricoque, mango,
naranja, melén, papaya, pimienta, caqui y tomate; sin embargo, en las frutas cuyo color al
madurar se debe a pigmentos distintos de los carotenoides (fresas) y en las frutas que
permanecen verdes (kiwi y aceitunas), el contenido de carotenoides disminuye durante la

maduracion.

Al tercer dia del almacenamiento en soleado se observd una reduccion importante de la
neoxantina y la luteoxantina; asi tambien, hay un incremento considerable en la sintesis de
los demas carotenoides se sintetiza zeaxantina y un isomero de luteina (9 o 9"-cis-luteina).
Al dia 6, 9, 12 y 15 se observa la reduccion de todos los carotenoides, especialmente de
neoxantina y luteoxantina que casi desaparece; lo cual se observa en la Figura 22. Griffiths
et al. (2007) mencionan que la exposicion de luz de mercurio a tubérculos de papa podria
dar como resultado la activacion de las enzimas hidroxilasas necesarias para la conversion
de a- y B-caroteno en sus analogos luteina y zeaxantina, respectivamente, pasando la
zeaxantina a violaxantina y neoxantina; sin embargo, la luz de sodio parece solo incrementar
la sintesis de anteraxantina y la acumulacion del precursor zeaxantina; en nuestra
investigacion, estos eventos podrian indicar el incremento de luteina, zeaxantina y p-
caroteno; sin embargo en la ruta de biosintesis solo llegaria a formarse hasta zeaxantina por
lo cual se observa un incremento en estos carotenoides. Liu et al. (2009) reportaron el efecto
de la radiacion UV-C, luz roja y luz solar sobre el contenido de carotenoides en el
almacenamiento post-cosecha en tomates, mostrando un incremento del licopeno en UV-C
y luz roja, mientras que en luz solar s6lo incrementd 1.5 veces. El B-caroteno se incremento
ligeramente hasta el dia 4 con UV-C y luz roja; sin embargo, el tratamiento con luz solar
disminuyo significativamente su contenido después del cuarto dia de almacenamiento, esta
experiencia nos podria sefialar que la exposicion a la luz solar por mas de 3 dias generaria
pérdidas del contenido de carotenoides. En el tomate, el aumento de la temperatura del fruto
a 32 °C inhibi6 la acumulacion de fitoeno y licopeno, pero no afectd el contenido de -
caroteno (Gautier et al., 2008). Por lo tanto se podria decir que en el tomate la luz solar y la

temperatura son reguladores de la sintesis y aculumacién de carotenoides durante el
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almacenamiento post-cosecha. Matsumoto et al. (2009) encontraron que la expresion génica
de la mayoria de las enzimas de la biosintesis de carotenoides fue menor a 20 y 30 °C. Sin
embargo, el contenido de carotenoides se mantuvo a 20 °C, lo cual indica que no hay una

relacién directa entre la expresion génica de enzimas y el contenido de carotenoides.

Perkins-Veazie y Collins (2006) indican que exista una posible sensibilidad de la biosintesis
de carotenoides con la temperatura de almacenamiento post-cosecha. Es asi que observaron
un incremento en el contenido de licopeno, B-caroteno y fitoflueno a 21 °C, pero no a 5 °C.

En los frutos almacenados a 21 °C, se puede explicar el incremento de licopeno por la reserva
de geranilgeranil difosfato, el incremento de la actividad de las enzimas fitoeno sintasa y
fitoeno desaturasa, o los isomeros de estas enzimas pueden haber sido activados. Para el caso
del B-caroteno, la enzima B-ciclasa puede haber aumentado en actividad. Por el contrario, la
actividad enzimética en las sandias mantenidas a 5 °C puede haber tenido actividad

disminuida.

Se podria mencionar que en el soleado la luz solar y la temperatura ejercen gran importancia
sobre la sintesis y acumulacion de carotenoides, debido a que hay un incremento importante
en la mayoria de carotenoides hasta el dia 3 de almacenamiento post-cosecha; sin embargo,

posterior a este dia hay una disminucion importante.
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Figura 22: Cromatograma del almacenamiento en soleado. Dia 0 (negro), 3 (azul), 9

(verde) y 15 (celeste).

Al tercer dia del almacenamiento en sombra se incremento el contenido de luteina,
criptoxantina, el carotenoide no identificado y B-caroteno; y se sintetizé zeaxantina, pero en
pequefia cantidad; consecutivamente la neoxantina y luteoxantina disminuyeron su
contenido. Al dia 9 la luteina llega a su pico mas alto y los otros carotenoides continuaron
incrementandose hasta el Ultimo dia de evaluacion; sin embargo la neoxantina y luteoxantina
disminuyeron paulitinamente (Figura 23). La sintesis de B-caroteno obtuvo su mayor valor
al dia 15 lo cual coincide con el analisis cuantitativo de este carotenoide por
espectrofotometria (Cuadro 5). Lo que nos podria indicar que bajo las condiciones
ambientales de sombra las B-caroteno hidoxilasas presentan mayor actividad, lo cual es,
debido a que es un carotenoide pro-vitamina A. Si bien es cierto que el contenido de
carotenoides totales hay una ligera pérdida, ello se podria deber solo a la reduccion de
neoxantina y luteoxantina en los dias de almacenamiento, como consecuencia de una posible
adaptacion al estrés ambiental. Carmona et al. (2012) observaron un incremento en la
concentracion de las xantofilas criptoxantina, anteraxantina y en menor medida la
violaxantina, durante el almacenamiento de naranja a 12 °C, lo cual se correlaciona con el
incremento transitorio en la primera semana de almacenamiento de la expresion de los genes
de las enzimas de la via: fitoeno sintasa, fitoeno desaturasa, (-caroteno desaturasa, B-

licopeno ciclasa 1 y 2 y B-caroteno hidroxilasa.
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Figura 23: Cromatograma del almacenamiento en sombra. Dia 0 (negro), 3 (azul), 9

(verde) y 15 (celeste).

Al tercer dia e refrigeracion se observd un incremento de luteina, criptoxantina, el
carotenoide no identificado y B-caroteno, y la zeaxantina se sintetizé en pequefia cantidad,;
asi también la neoxantina y luteoxantina sufrié una ligera caida, lo cual nos podria indicar
que estos dos ultimos carotenoides sufren menos dafio a temperaturas de refrigeracion a tres
dias de almacenamiento. Al dia 9 del almacenamiento post-cosecha se observa un ligero
incremento de la luteina, zeaxantina, criptoxantina y [-caroteno. Simultaneamente
disminuye neoxantina, luteoxantina y el carotenoide no identificado. Al dia 15 la luteina
disminuye, la zeaxantina, neoxantina y luteoxantina casi y desaparecen; asi también hay un

ligero incremento de criptoxantina, el carotenoide no identificado y -caroteno.

Griffiths et al. (2007) mencionan que la luteina podria ser el carotenoide mas estable y menos
probable que reduzca su contenido, mientras que los carotenoides derivados del p-caroteno
reducen su contenido durante el almacenamiento a 10 6 4 °C en tubérculos de papa, explicado
por algunas posibilidades: el reemplazo de la luteina destruida por cualquier tipo de
oxidantes potenciales, fue reemplazada a un ritmo mucho mas rapido que los otros
carotenoides, o la actividad de las enzimas que catabolizan los carotenoides derivados del -

caroteno, fue mayor que los que utilizan la luteina como sustrato, estas enzimas pueden
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incluir a las dioxigenasas. Por lo tanto, los resultados de la presente investigacion concuerdan

con lo expuesto por los autores antes mencionados.

Carmona et al. (2012) sefialan que la naranja navelina almacenada a 2 °C no mostr6 cambio
significativo en el contenido de las xantofilas (criptoxantina, anteraxantina y violaxantina),
lo cual podria ser por la reduccion de la expresion de los genes implicados en la sintesis de
las enzimas de la via: fitoeno sintasa, fitoeno desaturasa, (-caroteno desaturasa, p-licopeno
ciclasa 1 y 2 y p-caroteno hidroxilasa. Matsumoto et al. (2009) observaron una respuesta
dependiente de la temperatura en la expresién génica de varias enzimas relacionadas con la
biosintesis de carotenoides en céascara y jugo de mandarina. En el jugo de mandarina, la
expresion génica de fitoeno sintasa, fitoeno desaturasa, B-hidroxilasa, zeaxantina epoxidasa,
9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa 2 y 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenasa 3 se incremento
a 5 °C; sin embargo, el contenido de carotenoides disminuyo a esta temperatura, lo cual

podria indicar la sensibilidad de la biosintesis de carotenoides con la temperatura.
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Figura 24: Cromatograma del almacenamiento en refrigeracién. Dia 0 (negro), 3 (azul),
9 (verde) y 15 (celeste).

El aumento en el contenido de carotenoides y p-caroteno de tubérculos de mashua

almacenados en sombra, y la disminucion en el soleado y refrigeracién indican la
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sensibilidad a la temperatura; asi también esto a la posible alteracion de la sintesis de enzimas

de la ruta de biosintesis de carotenoides.

Asi también se ha observado resultados interesantes al comparar los dias con los tipos de
almacenamientos. Por ejemplo, al dia 3 se observa que el almacenamiento en soleado
presentd el mayor contenido de la mayoria de carotenoides a excepcion de la neoxantina y
luteoxantina, los cuales se mantuvieron mejor en refrigeracion (Figura 25), esto nos podria
decir que la neoxantina y luteoxantina son muy sensible a la luz solar y la temperatura al dia
3 de almacenamiento post-cosecha, en comparacion al resto de carotenoides que tolera el
estrés abiotico hasta el dia 3. Asi también la zeaxantina, isomero de luteina y criptoxantina
se sintetizan muy bien en el almacenamiento en soleado, en comparacion a sombra y
refrigeracion, cuya sintesis fue muy reducida; lo cual podria deberse al efecto de la luz solar
sobre el metabolismo de estos carotenoides. Los carotenoides de xantofila, como la luteina,
la zeaxantina y la criptoxantina, pueden proporcionar beneficios potenciales para la salud
contra enfermedades cronicas y degenerativas (Mein et al., 2011). Por lo cual hace
interesante el resultado del dia 3 de soleado, debido a que s6lo en este almacenamiento se

observan estas xantofilas
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Figura 25: Cromatograma del almacenamiento al dia 3. Sol (verde), refrigeracion

(azul) y sombra (negro).
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Al dia 9 de almacenamiento post-cosecha observamos (Figura 26) que en sombra hay mayor
contenido de luteina, el carotenoide no identificado y p-caroteno. Lo importante es el pico
del B-caroteno, debido a que al ser un carotenoide pro-vitamina A, hace de este

almacenamiento interesante para estudios posteriores.

10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0 60.0 65.0
Minutes

Figura 26: Cromatograma del almacenamiento al dia 9. Sol (verde), refrigeracion

(azul) y sombra (negro).
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V. CONCLUSIONES

Los resultados muestran una influencia significativa del tipo de almacenamiento y
del tiempo de almacenamiento en el contenido de glucosinolatos, actividad

mirosinasa y carotenoides totales de la mashua.

El almacenamiento en sombra incrementd el contenido de glucosinolatos totales y
carotenoides totales durante los primeros 6 dias; mientras que el contenido de -

caroteno se increment6 hasta el dia 15.

El almacenamiento en soleado incremento el contenido de glucosinolatos,

carotenoides totales y B-caroteno hasta el dia 3.

El almacenamiento en refrigeracion permitié la conservacion de los niveles de

glucosinolatos totales, carotenoides totales y B-caroteno

La actividad mirosinasa fue mayor durante el almacenamiento en refrigeracion. El

soleado mostré la menor actividad mirosinasa.



VI. RECOMENDACIONES

Evaluar la inactivacion de la mirosinasa antes del almacenamiento post-cosecha para

que esta no genere grandes cambios en el nivel de glucosinolatos.

Realizar estudios enzimoldgicos y moleculares para elucidar los mecanismos de

biosintesis de glucosinolatos y carotenoides.

Determinar el tipo de compuestos formados como consecuencia de la degradacion

de los glucosinolatos, principalmente durante el soleado.

Realizar el estudio de los metabolitos desde la siembra de la mashua, para conocer
los efectos de los estreses abidticos antes de la cosecha y si esto es relevante para el

almacenamiento post-cosecha.
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VIII.

ANEXOS

ANEXO 1: HUMEDAD Y MATERIA SECA EN MASHUA LIOFILIZADA

MUESTRA HUMEDAD (%) MATERIA SECA (%)
Control 2.31 97.69
Refrigeracion 3d 8.68 91.32
Refrigeracion 6d 3.72 96.28
Refrigeracion 9d 2.67 97.23
Refrigeracion 12d 5.19 94.81
Refrigeracion 15d 3.12 96.88
Sombra 3d 5.34 94.66
Sombra 6d 3.57 96.43
Sombra 9d 1.74 98.26
Sombra 12d 7.29 92.71
Sombra 15d 2.37 97.63
Soleado 3d 2.39 97.61
Soleado 6d 3.32 96.68
Soleado 9d 2.85 97.15
Soleado 12d 2.29 97.71
Soleado 15 2.99 97.01




ANEXO 2: ANALISIS ESTADISTICO: CONTENIDO DE GLUCOSINOLATOS
TOTALES E INDIVIDUALES

Glucosinolatos totales

ANVA - Suma de Cuadrados Tipo Il

SUMA DE CUADRADO i

FUENTE GL RAZON-F | VALOR-P

CUADRADOS MEDIO
EFECTOS PRINCIPALES
A:Almacenamiento 11091.3 2 5545.66 738.69 0.0000
B:Dia 3971.31 5 794.263 105.80 0.0000
INTERACCIONES
AB 7674.0 10 767.4 102.22 0.0000
RESIDUOS 135.133 18 7.50741
TOTAL (CORREGIDO) 22871.8 35

Pruebas de Multiple Rangos para Glucosinolatos totales por Almacenamiento
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

ALMACENAMIENTO |CASOS| MEDIA LS | SIGMA LS |{GRUPOS HOMOGENEOS
Soleado 12 28.6842 0.79096 |X

Refrigeracion 12 62.1817 0.79096 X

Sombra 12 68.775 0.79096 X

Pruebas de Multiple Rangos para Glucosinolatos totales por Dia
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

DIA [CASOS| MEDIA LS | SIGMA LS |[GRUPOS HOMOGENEOS
15 6 37.6317 1.11859 [X

9 6 46.71 1.11859 X

12 6 49.4367 1.11859 XX

0 6 54.185 1.11859 X

6 6 60.57 1.11859 X

3 6 70.7483 1.11859 X

Pruebas de Multiple Rangos para Glucosinolatos totales por Interaccion
Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

INTERACCION |CASOS| MEDIA LS | SIGMA LS |GRUPOS HOMOGENEOS
Sol15 2 4.505 1.93745 [X

Sol12 2 5.9 1.93745 [X

Sol9 2 7.655 1.93745 X

Sol6 2 23.81 1.93745 X

Refril5 2 49.565 1.93745 X
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«Continuacion»

Refri0 2 54.185 1.93745 XX
Sombra0 2 54.185 1.93745 XX
Sol0 2 54.185 1.93745 XX
Refri3 2 57.565 1.93745 XX
Refri9 2 57.62 1.93745 XX
Sombral5s 2 58.825 1.93745 XX
Sombral2 2 64.03 1.93745 XX
Sombra9 2 74.855 1.93745 XX
Refri6 2 75.775 1.93745 X
Sol3 2 76.05 1.93745 X
Refril2 2 78.38 1.93745 X
Sombra3 2 78.63 1.93745 X
Sombrab 2 82.125 1.93745 X
Glucoalisina
ANVA - Suma de Cuadrados Tipo Il
SUMA DE CUADRADO p
FUENTE CUADRADOS GL MEDIO RAZON-F| VALOR-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Almacenamiento 1.32215 2 0.661075 79.54 0.0000
B:Dia 0.415067 5 0.0830133 9.99 0.0001
INTERACCIONES
AB 1.35048 10 0.135048 16.25 0.0000
RESIDUOS 0.1496 18 | 0.00831111
TOTAL (CORREGIDO) 3.2373 35

Pruebas de Multiple Rangos para Glucoalisina por Almacenamiento

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

ALMACENAMIENTO |CASOS|MEDIALS | SIGMA LS |GRUPOS HOMOGENEOS
Soleado 12 0.6975 0.0263172 |X

Sombra 12 1.095 0.0263172 | X

Refrigeracion 12 1.1125 0.0263172 | X

Pruebas de Multiple Rangos para Glucoalisina por Dia

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

DIA [CASOS| MEDIA LS | SIGMA LS |GRUPOS HOMOGENEOS
9 6 0.84 0.0372181 (X

12 6 0.886667 | 0.0372181 [XX

15 6 0.893333 | 0.0372181 [XX
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«Continuacion»

0 6 1.005 0.0372181 [XXX
6 6 1.02833 0.0372181 | XX
3 6 1.15667 0.0372181 X

Pruebas de Multiple Rangos para Glucoalisina por Interaccion

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

INTERACCION [CASOS|MEDIA LS|SIGMA LS|GRUPOS HOMOGENEOS
Sol12 2 0.32 0.0644636 | X
Sol9 2 0.38 0.0644636 | X
Sol6 2 0.53 0.0644636 | XX
Sol15 2 0.76 0.0644636 | XX
Sombral5 2 0.86 0.0644636 | XXX
Refri9 2 0.955 0.0644636| XX
Sombral2 2 0.98 0.0644636| XX
Refri0 2 1.005 0.0644636| XXX
Sol0 2 1.005 0.0644636| XXX
Sombra0 2 1.005 0.0644636 | XXX
Refril5 2 1.06 0.0644636 | XXX
Refri3 2 1.105 0.0644636 | XXX
Sombra3 2 1.175 0.0644636 XX
Sombra9 2 1.185 0.0644636 XX
Refri6é 2 1.19 0.0644636 XX
Sol3 2 1.19 0.0644636 XX
Refril2 2 1.36 0.0644636 X
Sombra6 2 1.365 0.0644636 X
Glucosinalbina
ANVA - Suma de Cuadrados Tipo Il
SUMA DE CUADRADO B
FUENTE CUADRADOS GL MEDIO RAZON-F | VALOR-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Almacenamiento 0.0369056 2 0.0184528 2451 0.0000
B:Dia 0.0248139 5 0.00496278 6.59 0.0012
INTERACCIONES
AB 0.0197611 10 0.00197611 2.63 0.0360
RESIDUOS 0.01355 18 0.000752778
TOTAL (CORREGIDO) 0.0950306 35
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Pruebas de Multiple Rangos para Glucosinalbina por Almacenamiento

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

ALMACENAMIENTO |CASOS| MEDIALS | SIGMALS |[GRUPOS HOMOGENEOS
Soleado 12 0.0791667 | 0.00792032 |X

Refrigeracion 12 0.138333 0.00792032 | X

Sombra 12 0.153333 0.00792032 | X

Pruebas de Multiple Rangos para Glucosinalbina por Dia

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

DIA |CASOS| MEDIA LS | SIGMA LS |GRUPOS HOMOGENEQS
15 6 0.08 0.011201 |X

12 6 0.113333 | 0.011201 |XX

0 6 0.12 0.011201 |XXX

9 6 0.12 0.011201 |XXX

6 6 0.143333 | 0.011201 | XX

3 6 0.165 0.011201 X

Pruebas de Multiple Rangos para Glucosinalbina por Interaccion

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

INTERACCION |[CASOS| MEDIA LS | SIGMA LS [GRUPOS HOMOGENEOS
Sol15 2 0 0.0194007 (X
Sol9 2 0.05 0.0194007 XX
Sol12 2 0.055 0.0194007 XX
Sol6 2 0.09 0.0194007 [XXX
Refril5 2 0.11 0.0194007 [XXX
Refri0 2 0.12 0.0194007 | XX
Sombra0 2 0.12 0.0194007 | XX
Sol0 2 0.12 0.0194007 | xX
Sombral5 2 0.13 0.0194007 | xX
Refri3 2 0.14 0.0194007 | xX
Refril2 2 0.14 0.0194007 | xX
Sombral?2 2 0.145 0.0194007 | xX
Sombra9 2 0.15 0.0194007 | XX
Refri9 2 0.16 0.0194007 | xX
Sol3 2 0.16 0.0194007 | xX
Refri6 2 0.16 0.0194007 | xX
Sombra6 2 0.18 0.0194007 X
Sombra3 2 0.195 0.0194007 X
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Glucobrasicina

ANVA - Suma de Cuadrados Tipo Il

SUMA DE CUADRADO ]
FUENTE CUADRADOS| CL MEDIO RAZON-F | VALOR-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Almacenamiento 0.0361056 | 2 0.0180528 209.65 0.0000
B:Dia 0.0130139 | 5 | 0.00260278 30.23 0.0000
INTERACCIONES
AB 0.0224944 | 10| 0.00224944 26.12 0.0000
RESIDUOS 0.00155 | 18| 0.0000861111
TOTAL (CORREGIDO) 0.0731639 | 35

Pruebas de Multiple Rangos para Glucobrasicina por Almacenamiento

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

ALMACENAMIENTO [CASOS| MEDIALS | SIGMALS [GRUPOS HOMOGENEOS
Soleado 12 0.0483333 | 0.00267879 |X

Refrigeracion 12 0.113333 0.00267879 | X

Sombra 12 0.1175 0.00267879 | X

Pruebas de Multiple Rangos para Glucobrasicina por Dia

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

DIA [CASOS| MEDIALS | SIGMALS |GRUPOS HOMOGENEOS
15 6 0.0683333 | 0.00378838 |X

9 6 0.08 0.00378838 [XX

12 6 0.0816667 | 0.00378838 |XX

0 6 0.095 0.00378838 | XX

6 6 0.108333 0.00378838 XX

3 6 0.125 0.00378838 X

Pruebas de Multiple Rangos para Glucobrasicina por Interaccion

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

INTERACCION [CASOS| MEDIALS | SIGMA LS |GRUPOS HOMOGENEOS
Sol15 2 0 0.00656167 |X

Sol12 2 0 0.00656167 |X

Sol9 2 0 0.00656167 |X

Sol6 2 0.07 0.00656167 | X

Sombra0 2 0.095 0.00656167 | XX
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Refril5 2 0.095 0.00656167 | XX
Sol0 2 0.095 0.00656167 | XX
Refri0 2 0.095 0.00656167 | XX
Sombral5 2 0.11 0.00656167 X
Refri9 2 0.11 0.00656167 X
Sombral2 2 0.115 0.00656167 X
Refri3 2 0.12 0.00656167 X
Sombra6 2 0.125 0.00656167 X
Sol3 2 0.125 0.00656167 X
Sombra9 2 0.13 0.00656167 X
Refril2 2 0.13 0.00656167 X
Sombra3 2 0.13 0.00656167 X
Refri6 2 0.13 0.00656167 X
Glucotropaeolina
ANVA - Suma de Cuadrados Tipo Il
SUMA DE CUADRADO p
FUENTE CUADRADOS GL MEDIO RAZON-F | VALOR-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Almacenamiento 0.0982722 2 0.0491361 4422.25 0.0000
B:Dia 0.0352556 5 0.00705111 634.60 0.0000
INTERACCIONES
AB 0.0488944 10 0.00488944 440.05 0.0000
RESIDUOS 0.0002 18 | 0.0000111111
TOTAL (CORREGIDO) 0.182622 35

Pruebas de Multiple Rangos para Glucotropaeolina por Almacenamiento

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

ALMACENAMIENTO [CASOS| MEDIALS | SIGMALS |GRUPOS HOMOGENEOS
Soleado 12 0.0583333 | 0.00096225 |X

Refrigeracion 12 0.169167 0.00096225 | X

Sombra 12 0.169167 0.00096225 | X

Pruebas de Multiple Rangos para Glucotropaeolina por Dia

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

DIA [CASOS|MEDIALS| SIGMALS |[GRUPOS HOMOGENEOS
15 6 0.103333 | 0.00136083 (X

9 6 0.108333 | 0.00136083 |XX

6 6 0.113333 | 0.00136083 | XX
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12 6 0.116667 | 0.00136083 X
0 6 0.17 0.00136083 X
3 6 0.181667 | 0.00136083 X

Pruebas de Multiple Rangos para Glucotropaeolina por Interaccion

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

INTERACCION CASOS [MEDIA LS| SIGMALS |GRUPOS HOMOGENEOS
Sol12 2 0 0.00235702 |X
Sol6 2 0 0.00235702 |X
Sol9 2 0 0.00235702 |X
Sol15 2 0 0.00235702 |X
Refril5 2 0.15 0.00235702 X
Refri9 2 0.155 0.00235702 | XX
Sombralb 2 0.16 0.00235702 | XXX
Sombra6 2 0.165 0.00235702 XXX
Sombra0 2 0.17 0.00235702 XXX
Sombral2 2 0.17 0.00235702 XXX
Sol0 2 0.17 0.00235702 XXX
Sombra9 2 0.17 0.00235702 XXX
Refri0 2 0.17 0.00235702 XXX
Refri6 2 0.175 0.00235702 XXX
Sombra3 2 0.18 0.00235702 XX
Sol3 2 0.18 0.00235702 XX
Refril2 2 0.18 0.00235702 XX
Refri3 2 0.185 0.00235702 X
Glucoaubrietina
ANVA - Suma de Cuadrados Tipo Il
SUMA DE CUADRADO p
FUENTE CUADRADOS GL MEDIO RAZON-F | VALOR-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Almacenamiento 10712.1 2 5356.06 735.93 0.0000
B:Dia 3846.8 5 769.36 105.71 0.0000
INTERACCIONES
AB 7417.7 10 141.77 101.92 0.0000
RESIDUOS 131.003 18 7.27793
TOTAL (CORREGIDO) 22107.6 35
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Pruebas de Multiple Rangos para Glucoaubrietina por Almacenamiento

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

ALMACENAMIENTO [CASOS [MEDIALS [SIGMA LS |GRUPOS HOMOGENEOS
Soleado 12 27.8008 0.778778 |X

Refrigeracion 12 60.6458 0.778778 X

Sombra 12 67.2433 0.778778 X

Pruebas de Multiple Rangos para Glucoaubrietina por Dia

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

DIA |CASOS| MEDIA LS | SIGMA LS |GRUPOS HOMOGENEQS
15 6 36.4933 1.10136 |X

9 6 45.56 1.10136 | X

12 6 48.2383 1.10136 | XX

0 6 52.795 1.10136 X

6 6 59.1767 1.10136 X

3 6 69.1167 1.10136 X

Pruebas de Multiple Rangos para Glucoaubrietina por Interaccion

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

INTERACCION | CASOS |[MEDIALS| SIGMALS |[GRUPOS HOMOGENEOS
Sol15 2 3.745 1.90761 |X

Sol12 2 5.525 1.90761 |X

Sol9 2 7.225 1.90761 |X

Sol6 2 23.125 1.90761 X
Refrilb 2 48.16 1.90761 X
Refri0 2 52.795 1.90761 XX
Sombra0 2 52.795 1.90761 XX
Sol0 2 52.795 1.90761 XX
Refri3 2 56.005 1.90761 XX
Refri9 2 56.24 1.90761 XX
Sombral5 2 57.575 1.90761 XX
Sombral2 2 62.63 1.90761 XX
Sombra9 2 73.215 1.90761 XX
Refri6 2 74.115 1.90761 X
Sol3 2 74.39 1.90761 X
Refril2 2 76.56 1.90761 X
Sombra3 2 76.955 1.90761 X
Sombra6 2 80.29 1.90761 X
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ANEXO 3: ANALISIS ESTADISTICO: ACTIVIDAD MIROSINASA

ANVA - Suma de Cuadrados Tipo Il

SUMA DE CUADRADO 3

FUENTE GL RAZON-F | VALOR-P

CUADRADOS MEDIO
EFECTOS PRINCIPALES
A:Almacenamiento 18.1907 2 9.09537 112.18 0.0000
B:Dia 25.7326 5 5.14653 63.47 0.0000
INTERACCIONES
AB 28.2226 10 2.82226 34.81 0.0000
RESIDUOS 2.91893 36 0.0810815
TOTAL (CORREGIDO) 75.0649 53

Pruebas de Multiple Rangos para Actividad Mirosinasa por Almacenamiento

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

ALMACENAMIENTO |[CASOS| MEDIALS | SIGMALS |[GRUPOS HOMOGENEOS
Soleado 18 3.17222 0.0671158 |X

Sombra 18 3.48611 0.0671158 X

Refrigeracion 18 4,53 0.0671158 X

Pruebas de Multiple Rangos para Actividad Mirosinasa por Dia

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

DIA | CASOS MEDIA LS SIGMALS |[GRUPOS HOMOGENEOS
15 9 2.78333 0.094916 X

0 9 3.14 0.094916 XX

3 9 3.31667 0.094916 X

9 9 4.08444 0.094916 X

12 9 4.36667 0.094916 XX

6 9 4.68556 0.094916 X

Pruebas de Multiple Rangos para Actividad Mirosinasa por Interaccion

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

INTERACCION | CASOS |[MEDIALS| SIGMALS |[GRUPOS HOMOGENEOS
Soleadol5 2 1.87667 0.164399 (X

Sombra3 2 2.41667 0.164399 (XX

Sombral5 2 2.51667 0.164399 (XX
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Soleadol2 2 2.89333 0.164399 XX
Refrigeracion0 2 3.14 0.164399 XXX
Soleado0 2 3.14 0.164399 XXX
Sombra0 2 3.14 0.164399 XXX
Soleado9 2 3.15667 0.164399 XXXX
Sombral? 2 3.42 0.164399 XXX
Refrigeracion3 2 3.51333 0.164399 XXX
Soleado6 2 3.94667 0.164399 XXX
Refrigeracionl15 2 3.95667 0.164399 XXX
Sombra9 2 4.01333 0.164399 XX
Soleado3 2 4.02 0.164399 XX
Refrigeracion6 2 4.7 0.164399 XX
Refrigeracion9 2 5.08333 0.164399 X
Sombrab 2 5.41 0.164399 X
Refrigeracion12 2 6.78667 0.164399
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ANEXO 4: CORRELACION
GLUCOSINOLATOS TOTALES

ENTRE ACTIVIDAD MIROSINASA Y

Correlacion: Actividad mirosinsa/glucosinolatos totales (refrigeracion)
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Correlacion: Actividad mirosinsa/glucosinolatos totales (soleado)

Glucosinolatos totales (pumol/g bs)
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ANEXO 5: ANALISIS ESTADISTICO: CONTENIDO DE CAROTENOIDES

TOTALES

ANVA - Suma de Cuadrados Tipo Il

SUMA DE CUADRADO i

FUENTE GL RAZON-F | VALOR-P

CUADRADOS MEDIO
EFECTOS PRINCIPALES
A:Almacenamiento 29.8793 2 14.9397 67.92 0.0000
B:Dia 6.53499 5 1.307 5.94 0.0004
INTERACCIONES
AB 27.7407 10 2.77407 12.61 0.0000
RESIDUOS 7.919 36 0.219972
TOTAL (CORREGIDO) 72.074 53

Pruebas de Multiple Rangos para Carotenoides por Almacenamiento

Método: 95,0 porcentaje Tu

key HSD

ALMACENAMIENTO | CASOS | MEDIA LS [SIGMA LS|GRUPOS HOMOGENEOS
Soleado 18 4.29778 0.110547 |X

Refrigeracion 18 5.17556 0.110547 | X

Sombra 18 6.11944 0.110547 X

Pruebas de Multiple Rangos para Carotenoides por Dia

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

DIA | CASOS MEDIA LS SIGMALS |[GRUPOS HOMOGENEOS
9 9 4.57556 0.156337 X

12 9 5.06778 0.156337 XX

0 9 5.14333 0.156337 XX

15 9 5.20556 0.156337 XX

3 9 5.57667 0.156337 X

6 9 5.61667 0.156337 X

Pruebas de Multiple Rangos para Carotenoides por Interaccién

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD

INTERACCION | CASOS |MEDIALS| SIGMALS |GRUPOS HOMOGENEOS
Soleado9 2 3.53333 0.270784 X
Soleadol2 2 3.59333 0.270784 XX
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Soleado15 2 3.60333 0.270784 XX
Soleado6 2 3.83333 0.270784 |XXX
Refrigeracion9 2 4.36333 0.270784 |XXXX
Refrigeracionl15 2 5.02333 0.270784 XXXX
Sombra3 2 5.07 0.270784 XXX
Soleado0 2 5.14333 0.270784 XXX
Sombra0 2 5.14333 0.270784 XXX
Refrigeracion0 2 5.14333 0.270784 XXX
Refrigeracion12 2 5.39333 0.270784 XX
Refrigeracion6 2 5.55 0.270784 XX
Refrigeracion3 2 5.58 0.270784 XXX
Sombra9 2 5.83 0.270784 XX
Soleado3 2 6.08 0.270784 XXX
Sombral2 2 6.21667 0.270784 XXX
Sombral5 2 6.99 0.270784 XX
Sombra6 2 7.46667 0.270784 X
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