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APROVECHAMIENTO DE LA PLANTA DE HABA (Vicia faba L..) PARA
LA OBTENCION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS
Paula Beatriz Fuentes Herrera, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2021
La planta de Vicia faba puede ser aprovechada para la obtencion de compuestos bioactivos (CB)

para prevenir y/o tratar enfermedades. En México, la produccion y el consumo de haba son bajos,
asi que para incrementarlos se propone incorporar una innovacion tecnoldgica. El objetivo fue
conocer, cuantificar y obtener los rendimientos de compuestos fenolicos totales (CFT), flavonoides
totales (FT), L-DOPA (L-3,4-dihidroxifenilalanina) y daidzeina, en plantas de haba de variedades
mexicanas, y evaluar la influencia que tienen la condicion de crecimiento, las variables
agroambientales y los métodos de secado en el contenido de estos CB. Ademas, se estim6 la
rentabilidad de una innovacién tecnoldgica para el cultivo de haba. El cultivar Calvario y las
variedadeas de haba Rojita, [CAMEX-V31, Jos¢ Maria y Matlatzintla, se sembraron en campo e
invernadero. De ambas condiciones se cosecharon plantas de 10, 15 y 20 dias después de la
emergencia (DDE), y en la floracion los botones florales y flores abiertas. Los tejidos se procesaron
por liofilizacion (-80 °C) y/o por estufa (38 °C), se molieron para su extraccion y posterior analisis
por espectrofotometria UV-visible y HPLC. Las actividades antioxidante (DPPH) y antinflamatoria
se evaluaron in vitro. Para el andlisis de rentabilidad, se evaluaron los costos, ingresos y ganancias
de la produccion de haba y de la planta. Los resultados tuvieron diferencias significativas (p < 0.05
o p < 0.01) entre las variedades, condiciones de crecimiento y métodos de procesamiento. Las
plantas de 10 DDE tuvieron los contenidos mas altos de CFT, FT, L-DOPA vy las de 20 DDE los
de daidzeina. Las flores mostraron el mayor contenido de todos los CB. En campo se tuvieron los
contenidos mas altos de CB en comparacion con invernadero. El secado en estufa conservo mejor
a los CFT y FT de las plantas en condiciéon de campo, pero en invernadero se conservaron
mayormente con liofilizado. La variedad Rojita mostro mayor actividad antioxidante y anti-
inflamatoria, que se atribuyen a L-DOPA y a rutina e isoorientinas, respectivamente. La variedad
José Maria mostrd la mayor acumulacion de CB por area. La ganancia promedio que perciben los
productores por la venta al mayoreo de haba verde fue de US $ 522.79. Con el cultivo de plantas
de 20 DDE la ganancia podria aumentar 104, 53 y 35% en %, 2 y 1 harespectivamente, en relacion
con la venta a mayoreo de haba verde. La innovacion tecnoldgica es una alternativa para mejorar
los ingresos de las familias productoras de haba.

Palabras clave: Actividad antiinflamatoria, campo, flavonoides, L-DOPA, innovacion

tecnologica, invernadero, rendimiento, rentabilidad.
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USE OF THE BROAD BEAN PLANT (Vicia faba L.) TO
OBTAINING BIOACTIVE COMPOUNDS
Paula Beatriz Fuentes Herrera, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2021
Vicia faba plant can be used to obtain bioactive compounds (BC) to prevent and / or treat diseases.

In Mexico, broad bean production and consumption are low, so to increase them, it is proposed to
incorporate a technological innovation. The aim was to know, quantify and obtain the yield of total
phenolic compounds (TPC), total flavonoids (TF), L-DOPA (3,4-dihydroxy- phenyl-L-alanine)
and daidzein, in broad bean plants of Mexican varieties, and to evaluate the influence of the growth
condition, the agri-environmental variables and drying methods in the content of these BC. In
addition, the profitability of a technological innovation for the cultivation of broad beans was
estimated. The cultivar Calvario and broad bean varieties Rojita, [CAMEX-V31, Jos¢ Maria and
Matlatzintla were sown in field and greenhouse conditions. Plants were harvested in different stage
of development [10, 15 and 20 days after emergence (DAE)], and floral buds and open flowers
were obtained in the flowering period. The tissues were processed by freeze-drying (-80 °C) and
/or by oven-drying (38 °C), they were ground for extraction and subsequent analysis by UV-visible
spectrophotometry and by HPLC. Antioxidant (DPPH) and anti-inflammatory activities were also
evaluated in vitro. For the profitability analysis, were evaluated the costs, income and profits of
the green broad bean production and of the plant. The results presented significant differences in
varieties, growing conditions and processing methods. The 10 DAE plants presented the highest
content of TPC, TF, L-DOPA and the 20 DAE plants of daidzein. Flowers showed the highest
content of all CB. The field-grown plants presented higher BC contents compared to those from
greenhouse-grown plants. The field-grown plants conserved the TPC and FT better with oven-
dried samples, but greenhouse-grown plants conserved them mainly with freeze-dried samples.
Rojita variety showed greater antioxidant and anti-inflammatory activity, which are attributed to
L-DOPA and rutin and isoorientins, respectively. Jos¢ Maria variety showed the highest
accumulation of BC per area. The everage profit received by producers from the wholesale sale of
green beans was US $ 522.79. With the cultivation of 20 DAE plants, profit could increase 104,
53 and 35% in Y4, Y2 and 1 ha respectively, in relation to the wholesale sale of green broad beans.

Technological innovation is an alternative to improve the income of fava bean-producing families.

Keywords: Anti-inflammatory activity, field, flavonoids, greenhouse, L-DOPA, yield,

technological innovation.
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Cromatograma del extracto metandlico de planta de Vicia
faba, a) L-DOPA (pico 1) a 280 nm, b) rutina (pico 1) e
isoorientinas (pico 2 y 3) a 350 nm.
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INTRODUCCION GENERAL

En México la agricultura es un sector productivo importante, ya que practicamente de ahi se origina
toda la produccion de alimentos, ademas es una actividad fundamental en el medio rural en el que
habita alrededor del 37 % de la poblacion nacional (CEDRSSA, 2014). Entre los cultivos que se
siembran estd el de haba. La produccion de haba se realiza en 14 entidades: Puebla, México,
Tlaxcala, Hidalgo, Veracruz, Michoacidn, Oaxaca, Morelos, Guerrero, Durando, Sonora,
Guanajuato, Ciudad de México y Baja California. Sin embargo, los Estados de Puebla, México y
Veracruz son los de mayor produccion a nivel nacional (sumando haba verde y haba en grano),
donde Puebla también destaca por ser el principal productor de haba de grano con una produccion

de 15, 000 toneladas (SIAP, 2019).

En México a pesar de que se destinan 1.91 millones de hectareas de siembra para las leguminosas,
solo 1.72 % se asigna para la siembra de haba (SIAP, 2018). Esta leguminosa no representa un
ingreso significativo del valor total de la produccion nacional ($ 348, 418, 619), ya que solo aporta
el 0.25 % ($ 879, 022, sumando haba en verde y en grano) (SIAP, 2018). Sin embargo el cultivo
de haba es importante para las regiones productoras de Tlaxcala y Puebla, en donde se usa
principalmente para la venta y como alimento en distintos platillos tipicos (Jordan-Aguilar ef al.,

2019; Fuentes-Herrera et al., 2020).

El consumo per capita de haba en México es bajo. En 1925 fue de 0.957 kg, mientras que en 1989
descendid 42 % (0.552 kg per capita) (ASERCA, 2001), y posiblemente se ha mantenido con 0.522
kg per cépita (Orozco et al., 2013), ya que en la actualidad no hay un referente del consumo per
capita de haba, pero se infiere que es sumamente bajo en comparacion del frijol con un consumo

de 10.1 kg per céapita (Gaucin, 2019).

El haba ha generado interés en la investigacion por sus caracteristicas nutricionales y/o funcionales.
Debido a su contenido alto en proteinas (28 - 29 %) (Khazaei y Vandenberg, 2020), carbohidratos
(60 %) (Cerning et al., 1975) en el que se incluyen a la fibra dietética (20-26%) (Giczewska y
Borowska, 2003) y por sus compuestos bioactivos (Multari et al., 2015; Turco et al., 2016). Estos
se definen como fitoquimicos o metabolitos secundarios con efectos beneficiosos en la salud, que
previenen o reducen enfermedades principalmente cronicas (Drago et al., 2006). El haba podria ser
considerada una excelente fuente para la extraccion de fitoquimicos importantes como los

compuestos fendlicos que act@ian como antioxidantes, lo que protege a las células del estrés



oxidativo (Thirumurugan et al., 2018). La oxidacion conlleva a la aparicion de enfermedades
principalmente cardiovasculares, pero también de cancer y en enfermedades neurodegenerativas.
Por tal motivo, se debe consumir alimentos no solo que contengan un alto valor nutrimental, sino
también que sean una fuente rica de antioxidantes (Coronado et al., 2015). En Vicia faba L. se
pueden encontrar compuestos fendlicos entre estos los &cidos: cafeico, p-cumarico y fertlico
(Turco et al., 2016). También L-DOPA (L-3,4-dihidroxifenilalanina) (Apaydin et al., 2000) que es
un compuesto indispensable en el tratamiento del mal de Parkinson (Floran-Gardufio y Rangel-
Baraja, 2005). En la actualidad L-DOPA sigue siendo el principal compuesto en el tratamiento de
Parkinson y V. faba es una fuente bioldgica para su produccion (Patil ef al., 2013). La enfermedad
de Parkinson es una enfermedad neuronal degenerativa que es causada por un desequilibrio de
dopamina y acetilcolina en el estriado del cerebro. Ese desequilibrio se origina por la degeneracion
de las células que producen dopamina, que provocan la alteracion de neurotransmisores que
controlan los movimientos, la memoria, la inteligencia, el &nimo (estado), el suefio, la digestion y
el apetito (Randhir er al, 2002). Asi que, para reactivar el buen funcionamiento de los
neurotransmisores es indispensable el suministro de L-DOPA para que la dopamina sea sintetizada.
En México, la Secretaria de Salud (2019) indica que es el segundo padecimiento neurodegenerativo
que prevalece en personas adultas mayores de 50 afios. Aunque no se cuentan con cifras exactas,
el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia estima 50 casos nuevos, cada 100 mil habitantes
al ano, y en el mundo con la enfermedad prevalecen cinco millones de personas mayores de 50

anos.

El efecto benéfico en la salud de los compuestos fendlicos también es generado por el grupo de los
flavonoides ya que se ha documentado que ademas de tener actividad antioxidante, también tienen
efecto protector como antiapoptdtico, anticancerigeno, antiinflamatorio, antiviral, antibacteriano
(Magalingam ef al., 2015), antihipertensivo, quimiopreventivo y antidiabético (Turco et al., 2016).
Entre estos el haba puede proveer de isoflavonas como daidzeina que es un fitoestrogeno que
previene el cancer de prostata y de mama, ademas de que reduce los sintomas provocados en la

etapa del climaterio de la mujer (Duncan ef al., 2003; Ktizova et al. 2019).

El haba ya sea en verde o seco (grano) cominmente es consumida como alimento, sin embargo, no
solo el grano proporciona compuestos bioactivos. También en otros tejidos de la planta de haba se
encuentran presentes y en cantidades superiores, como en las hojas (Neugart et al., 2015), en el

tallo (Kaufman et al., 1997; Fuentes-Herrera, 2016), en las flores (Hu et al.,, 2015) o en las plantas
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(Randhir y Shetty, 2003; Kirakosyan et al., 2004; Etemadi et al., 2018), lo que posicionan a la

especie como un cultivo valioso e interesante para su estudio.

Investigaciones demuestran que los contenidos de estos fitoquimicos dependen de la variedad,
(Boudjou et al., 2013) del genotipo (Kirakosyan et al., 2014; John et al., 2016; John et al., 2017),
de las condiciones de crecimiento (John et al., 2016; John et al., 2017; Etemadi et al., 2018), de
los métodos de procesamiento (Boukhanouf et al, 2016; Etemadi et al., 2018), de la etapa de
desarrollo de la planta (Randhir y Shetty, 2003), de la estructura vegetal utilizadas (Kaufman et al.,
1997; Hu et al. 2015; Etemadi et al, 2018), entre otros. Por tal motivo estos factores son
importantes de estudiar para obtener resultados consistentes que puedan ser utiles para la

produccion de compuestos bioactivos a partir de V. faba.

En México el haba es destinada para consumo humano o animal, sin embargo, puede tener un
aprovechamiento integral con los fitoquimicos encontrados en los tejidos de la planta, por lo que
V. faba podria ser propuesta como una planta medicinal para la obtencion de compuestos
bioactivos. No obstante, para valorar su produccion es necesario conocer la rentabilidad que esta
nueva practica les podria proporcionar a los productores de haba, asi como se ha realizado en otros
cultivos como el frijol (Phaseolus vulgaris), maiz (Zea mays) y chile (Capsicum annuum.)

(Carrillo-Martinez et al., 2019).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Meéxico es segundo centro de diversidad genética de Vicia faba L. (FAO, 2006). Entre los Estados
de mayor produccion se encuentra Puebla, México, y Veracruz, ademas Puebla destaca por ser el
principal productor de grano de haba (SIAP, 2019). Aunque el haba es cultivada en diferentes
territorios de México cabe resaltar que, en comparacion de otras leguminosas, la produccion es

baja y el consumo per capita al transcurrir los afios ha ido decreciendo considerablemente.

V. faba contiene compuestos bioactivos que podrian disminuir y/o prevenir sintomas y
padecimientos crénicos. Por lo que es importante investigar el tipo y contenido de metabolitos que
estan presentes, para que esta especie no solo sea aprovechada como alimento sino también como

una planta medicinal.



En México se deberia de considerar a esta especie como una prioridad de estudio por diversos
aspectos, entre estos, por su contenido alto en fitoquimicos importantes para la salud, por ser una
especie que a pesar de no ser nativa se ha adaptado en distintos territorios del pais y porque con
base en el ultimo informe nacional sobre los recursos fitogenéticos en México, se menciona que el

haba requiere mayor atencion como recurso (FAO, 2006).

Hasta la fecha en México los estudios realizados en haba estan enfocados en el area agrondmica,
principalmente, conocimiento del agricultor en la seleccion de variedades (Diaz-Bautista et al.,
2008), evaluacion de poblaciones sobresaliente (Orozco et al., 2013) o material genético
sobresaliente (Peréz et al,, 2014) y acumulacion de metales en el cultivo (Prieto et al., 2017).
Mientras que en otros paises existen estudios relacionados con la cuantificacion y deteccion de sus
compuestos bioactivos como son en los compuestos fenolicos (Boukhanouf et al., 2016), L-DOPA
(Etemadi et al.,, 2018), flavonoides y daidzeina (Kirakosyan et al., 2004). Actualmente no se
cuentan con investigaciones sobre la rentabilidad de la produccion de haba y de la planta de haba,
estudios que se han realizado en cultivos, como el frijol (Phaseolus vulgaris L.), maiz (Zea mays
L.) y chile (Capsicum annuum.) que han contribuido a conocer su sistema de produccion y valorar

su cultivo (Carrillo-Martinez et al., 2019).

Aunque en V. faba se han investigado los compuestos bioactivos, los estudios escasamente han
sido realizados con variedades de haba mexicanas, ademas suelen ser estudios aislados, sobre cada
tipo de metabolito y no de forma conjunta. Tampoco hay trabajos en donde se consideren diferentes
condiciones de crecimiento de la planta como es a nivel de campo e invernadero. Al igual se
desconoce el efecto que pueda tener el método de procesamiento en el contenido de compuestos
bioactivos. Ademas, no se sabe sobre los contenidos y rendimientos que se puedan obtener de estos
metabolitos en las distintas variedades de haba de diferente precocidad, por estructura vegetal y
etapa de desarrollo evaluada. También se desconoce los costos de produccion y rentabilidad que

les podria proporcionar a los productores de haba esta innovacion tecnoldgica.

La falta de informacion documentada sobre el tipo de fitoquimicos que pueden aprovecharse en la
planta de haba de cultivares mexicanos, lleva al planteamiento de las preguntas de investigacion:
Jpueden ser aprovechadas las variedades de habas mexicanas para obtener compuestos
bioactivos?, ;qué tipo de variedades (de floracion tardia o temprana) tendran las concentraciones

mas altas de compuestos bioactivos?, ;jen qué tejido de la planta se encuentran los contenidos mds



altos de estos compuestos bioactivos?, ;bajo qué condiciones de crecimiento los tejidos de la
planta de haba pueden proporcionar los contenidos mas altos?, ;qué variables agroambientales
influyen en el contenido de los fitoquimicos?, ;cudles seran los rendimientos de los compuestos
bioactivos obtenidos de la planta de haba?, ;jtendran los compuestos bioactivos encontrados en
los tejidos de la planta de haba alguna actividad biofuncional?, [cudles son los costos de
produccion de haba verde y planta de haba?, ;cual sera la rentabilidad de la produccion de haba
verde y de plantas de haba? y ;jserd mas rentable para los productores producir plantas de haba

que haba verde?

El trabajo de investigacion generara conocimiento cientifico mas profundo respecto al contenido
de compuestos bioactivos presentes en las variedades de haba mexicanas. Esto potenciaria el uso
de V. faba para su futura aplicacion en el sector agricola y en la salud. Ademas, conociendo la
situacion actual del cultivo de haba, baja produccion y consumo, su uso se podria impulsar con la
obtencidn y/o extraccion de compuestos bioactivos para la elaboracion de un producto funcional

y/o nutracéutico.

HIPOTESIS
Hipotesis general

Los tejidos de la planta de haba de variedades mexicanas en estudio, bajo una condicion de
crecimiento y método de procesamiento, presentan concentraciones diferentes de compuestos
bioactivos que pueden ser aprovechados y utilizados por el ser humano como suplementos y/o
productos funcionales. Ademas, con la produccion de plantulas de haba los agricultores pueden

tener una mayor rentabilidad que con la produccion de haba verde.
Hipotesis particulares

1. La concentracion de compuestos fendlicos totales y flavonoides totales en plantas y flores
de haba se ve influenciada por las condiciones de crecimiento en donde se desarrollé la

planta y los métodos de procesamiento utilizados.



2. La estructura vegetal, la precocidad de la variedad y la condicion de crecimiento,
determinan el contenido y rendimiento de compuestos bioactivos presentes en las

variedades de haba mexicanas estudiadas.

3. La produccion de la planta de haba tanto en campo como en invernadero es menos costosa

y mas redituable econdmicamente que la produccion de haba verde.

4. La cantidad de los compuestos bioactivos y la actividad antioxidante y anti-inflamatoria de
los extractos de la planta de haba, confirman que V. faba es un cultivo funcional que puede
ser aprovechado por el ser humano como suplemento y/o producto funcional para mejorar

la salud.

OBJETIVOS
Objetivo general

Conocer, cuantificar y obtener los rendimientos de los compuestos bioactivos; compuestos
fenolicos totales (CFT), flavonoides totales (FT), L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) e
isoflavonas (daidzeina), encontrados en la planta de haba de variedades mexicanas, y evaluar la
influencia que tienen algunos factores, como la condicién de crecimiento y los métodos de
procesamiento, en el contenido de estos fitoquimicos. Ademas de estimar la rentabilidad de una

innovacion tecnologica para el cultivo de haba que podria aportarles a los productores.
Objetivos especificos

1. Determinar en plantas de 10, 15 y 20 dias después de la emergencia, botones florales y
flores abiertas de haba, el contenido de compuestos fendlicos totales y flavonoides totales
bajo dos condiciones de crecimiento, y conocer el efecto que tienen dos métodos de

procesamiento en el contenido de estos metabolitos.

2. Conocer el contenido, rendimiento y aprovechamiento de compuestos bioactivos;
compuestos fenolicos totales (CFT), flavonoides totales (FT), L-3,4-dihidroxifenilalanina
(L-DOPA) y daidzeina, en plantas y flores de cuatro variedades de haba mexicanas, en

funcion de la estructura vegetal, la precocidad y la condicion de crecimiento.
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3. Evaluar econdmicamente la innovacion tecnoldgica, produccion de plantas de 20 dias
después de la emergencia, en campo y en invernadero, y realizar un analisis comparativo
con la produccion de haba verde, mediante la estimacion de costos de produccion y

rentabilidad.

4. En las plantas de cuatro variedades de haba mexicanas, estimar el rendimiento de los
compuestos bioactivos por planta, metro cuadrado y parcela. Asi como también evaluar in
vitro la capacidad antioxidante y la actividad anti-inflamatoria que presenta el extracto del

tejido de la planta de haba.

El trabajo de tesis, se integra en cuatro capitulos. En el Capitulo I, se da a conocer cémo la
condicion de crecimiento (campo abierto e invernadero) y el método de secado influyen en el
contenido de compuestos fenolicos totales y flavonoides totales presentes en la plantula y flor de
V. faba. En el Capitulo II, se evalud la concentracion y rendimiento de compuestos fendlicos
totales, flavonoides totales, L-DOPA y daidzeina en plantas y flores de cuatro variedades de haba
mexicanas bajo condiciones de crecimiento distintas; campo e invernadero, y también se trabajo
con variables agroambientales para conocer como influyen en la sintesis de estos metabolitos. En
el Capitulo III, se realiz6 una evaluacion econémica de una innovacion tecnologica para el cultivo
de haba por medio de un andlisis de costos de produccion y rentabilidad de haba verde y planta de
haba. En el Capitulo IV se da a conocer los rendimientos de los compuestos bioactivos por planta,
por kilogramo de materia seca y por metro cuadrado, ademds de que se evalud la actividad

antioxidante y la actividad anti-inflamatoria de los extractos de tejido de la planta de haba.
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CAPITULO I: ACUMULACION DE COMPUESTOS FENOLICOS EN PLANTAS Y
FLORES DE HABA (Vicia faba L.) BAJO DISTINTAS CONDICIONES DE
CRECIMIENTO Y METODOS DE PROCESAMIENTO

Resumen

Vicia faba L. contiene compuestos bioactivos como compuestos fendlicos totales (CFT) y
flavonoides totales (FT), siendo estos, fitoquimicos con propiedades farmacologicas. Ademas del
grano, también se encuentran y en mayor cantidad en los tejidos de la planta. Sin embargo, existen
factores que interfieren en sus contenidos como la condiciéon en donde se desarrolla la planta y el
método de secado utilizado en el tejido. El objetivo fue cuantificar los CFT y FT en plantas de 10,
15 y 20 dias después de la emergencia (DDE), en botones florales (BF) y en flores abiertas (FA)
crecidas en condiciones de campo e invernadero, asi como conocer el efecto del secado en estufa
y en liofilizacion. El cultivar Calvario fue sembrado en campo, y en invernadero con sustrato en
suelo y en tezontle. Se cosecharon las plantas, BF y FA, y se proceso la mitad del material vegetal
con liofilizacién y la otra con estufa. Posteriormente con el material vegetal se realizaron andlisis
de CFT y FT con espectrofotometria UV-visible en microplaca. Los resultados mostraron
diferencias altamente significativas (p < 0.01) en las condiciones de crecimiento y en los métodos
de procesamiento. En campo se presentaron los valores mas altos de CFT y FT tanto en las plantas
(109.63 mg EAG g' y 110.07 mg EQ g! MS, respectivamente) como en las flores (157.84 mg
EAG g'y 157.16 mg EQ g' MS, respectivamente) en comparacion con los de invernadero. Dentro
de invernadero, invernadero-tezontle tuvo los contenidos mas altos de CFT y FT en las plantas
(81.88 mg EAG g'! MS y 83.32 mg EQ g'! MS, respectivamente) y en las flores (155.09 mg EAG
gy 118.00 mg EQ g' MS, respectivamente) en comparacion con invernadero-suelo. Respecto al
método de secado, los CFT y FT de las plantas en condiciéon de campo se conservaron mejor por
estufa que liofilizado. Mientras que en invernadero-suelo e invernadero-tezontle se conservaron
mayormente con liofilizado. Las plantas mostraron una tendencia de contenido decreciente de
ambos compuestos de las plantas mas jovenes (10 DDE) a las mas adultas (20 DDE). Los
contenidos de CFT y FT en las plantas fueron menores a los obtenidos en BF y FA. Los resultados
evidenciaron que la condicidn de crecimiento y el método de secado, influyen en el contenido de
estos compuestos bioactivos.

Palabras claves: campo, compuestos bioactivos, flavonoides totales, invernadero, liofilizacion,
secado.
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Abstract

Vicia faba L. contains bioactive compounds such as total phenolic compounds (TPC) and total
flavonoids (TF), these being phytochemicals with pharmacological properties. In addition to the
grain, they are also found and in greater quantity in the plant's tissues. However, there are factors
that interfere with its contents, such as the condition in which the plant develops and the drying
method used on the tissue. The aim was to determine the content of TPC and TF in plants 10, 15
and 20 days after emergence (DAE), in flower buds (FB) and in open flowers (OF) grown in field
and greenhouse conditions, as well as know the effect of oven-drying and freeze-drying. The
Calvario cultivar was sown in field and in a greenhouse, in a greenhouse with soil and tezontle
substrate. The plants, FB and OF were harvested, and half of the material was processed with
freeze-drying and the other with an oven-drying. Subsequently, the material was analyzed for TPC
and TF with UV-visible spectrophotometry on a microplate. The results showed significant
differences (p < 0.01) in the growth conditions and in the processing methods. In the field, the
highest contents of TPC and TF were presented both in plants (109.63 mg GAE g! and 110.07 mg
QE g! DW, respectively) and in flowers (157.84 mg GAE g' and 157.16 mg QE g' DW,
respectively) compared to those in the greenhouse. Inside the greenhouse, greenhouse-tezontle
presented the highest contents of TPC and TF in plants (81.88 mg GAE g"' DW and 83.32 mg QE
g’ DW, respectively) and in flowers (155.09 mg GAE g! and 118.00 mg QE g DW, respectively)
compared to greenhouse-soil. Regarding the drying method, the TPC and TF of the plants in field
condition were better preserved by oven-drying than freeze-drying. While in greenhouse-soil and
greenhouse-tezontle they were preserved mostly with freeze-drying. The plants show a trend of
decreasing content of both compounds from the youngest plants (10 DAE) to the most adult (20
DAE). The TPC and TF contents in the plants were lower than those obtained in FB and OF. The
results showed that the growth condition and the drying method influence the content of these

bioactive compounds.

Keywords: bioactive compounds, field, freeze-drying, greenhouse, total flavonoids, oven-drying.
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1.1 Introduccion

El haba (Vicia faba L.) es una planta leguminosa que se ha propuesto como un cultivo estratégico
para alimentar a la creciente poblacién mundial, debido a su alto contenido de proteinas, fibra y
compuestos bioactivos que pueden ayudar a mejorar la salud humana. Ademas, por ser un cultivo
con caracteristicas agrondmicas favorables, para abordar los futuros desafios agricolas (Multari et

al., 2015).

Entre las bondades que proporciona el haba se encuentran a los compuestos bioactivos, los cuales,
son fitoquimicos con propiedades farmacoldgicas (Drago ef al., 2006). Entre estos, se tienen a los
compuestos fendlicos (CF) que se caracterizan por ser antioxidantes; capturan a los radicales libres
y son quelantes de metales, confiriendo para quienes los consuma un beneficio en la salud (Gimeno,
2004). Turco et al. (2016) revis6 ampliamente los tipos de CF que contiene el haba asi como el
efecto protector que podrian tener contra el desarrollo de enfermedades (proteccion contra el estrés

oxidativo, antihipertensivo, quimiopreventivo, antidiabético).

Generalmente se ha reportado CF en el haba, inmadura (Baginsky et al., 2013), madura, haba
completa (testa + cotiledon) o fraccionada (vaina, testa, cotiledon) (Chaieb et al, 2011;
Boukhanouf ef al., 2016). Sin embargo, no solo en el grano se encuentran estos compuestos
bioactivos, también se localizan en los tejidos de la planta. La planta de esta leguminosa contiene
levo-3,4 dihidroxifenilalanina (L-DOPA), aminoacido no-proteico con estructura de un acido
fenodlico (Siqueira-Soares et al., 2013), y es el principal precursor del neurotransmisor dopamina.
L-DOPA es recomendada para disminuir los espasmos severos y la distonia ocasionados por la
enfermedad de Parkinson (Ehringer y Hornykiewicz, 1998; Miranda et al., 2000). Ademas,
contienen cantidades altas de flavonoides, que brindan al organismo un efecto antioxidante y
antinflamatorio (Turco et al., 2016). Entre los flavonoides que han sido investigados en la especie
se tiene que, en las hojas de las plantas de haba de ocho semanas de edad, el principal flavonoide
es el flavonol kaempferol, incluso contiene glucédsidos de quercetina (Neugart et al., 2015). Al
igual se demostrd que en tallos (Kaufman et al., 1997; Fuentes-Herrera et al., 2020) o en plantas
(Kirakosyan et al., 2004) se pueden encontrar isoflavonas como daidzeina y genisteina, las cuales

tienen una funcién como fitoestrégenos en el organismo.

Asi que para la obtencion de CF no es necesario que la planta llegue hasta el desarrollo del grano,

dado que estos fitoquimicos se encuentran en tejidos o en plantas de haba, lo que reduce
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considerablemente el tiempo del estado fenoldgico para la obtencion de estos metabolitos; del

estadio principal 7 (formacion del fruto) al 1 (desarrollo de las hojas en el tallo) (BBCH, 2018).

La industria farmacéutica constantemente busca y caracteriza componentes bioactivos encontrados
en las plantas y en los alimentos, para la elaboracion de nuevos farmacos para tratar y/o prevenir
enfermedades (Drago et al., 2006). Por lo que V. faba podria ser aprovechada para la obtencion de
compuestos bioactivos como los CF. Sin embargo, algo importante de considerar es que los
contenidos de CF en los tejidos de la planta no permanecen constantes, ya que hay factores que lo
determinan. Al respecto, Etemadi et al. (2018) muestran en la planta del haba que la biosintesis y
acumulacion del compuesto fendlico L-DOPA, varia con relacion a algln tipo de estrés o manejo
del cultivo (por sequia o por aplicacion de nitrogeno) y por el método de procesamiento usado en
el tejido; congelado, secado en estufa, secado al aire, entre otros. Al igual, en haba los métodos de
coccion (hervido y vapor), tienen un efecto en el contenido de fitoquimicos y su capacidad
antioxidante (Boukhanouf et al., 2016). También estudios recientes en otra leguminosa como la
soya (Glycine max), demuestran que tanto las condiciones de crecimiento (campo e invernadero) y
la variacion genética, tuvieron una influencia significativa en la composicion del contenido de
metabolitos (Maia et al., 2016; John ef al., 2017). Sin embargo, en V. faba no se ha documentado

la acumulacion de metabolitos secundarios con relacion a las condiciones de crecimiento.

Dado que V. faba contiene CF en la planta o en tejidos de la planta con propiedades farmacoldgicas,
pero existen factores que determinan sus contenidos como son la condicion en donde se desarrolla
la planta y el método de secado utilizado. El estudio tuvo como objetivo determinar en plantas de
10, 15 y 20 dias después de la emergencia (DDE), en botones florales (BF) y en las flores abiertas
(FA) de V. faba, el contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) y flavonoides totales (FT)
bajo dos condiciones distintas de crecimiento, campo e invernadero (sustratos: suelo y tezontle).
Ademas de conocer el efecto que tiene el secado (estufa o liofilizacidon) en la concentracion de los

CF y FT.
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1.2 Materiales y métodos
Material vegetal

El cultivar de haba C-Calvario, fue obtenido del agricultor, Sr. Daniel Mani de la comunidad de
San Agustin Calvario de San Pedro Cholula, Puebla. Las caracteristicas morfologicas de la semilla
del haba son: color de testa entre café y verde, y de cotiledon amarillo, 2 cm de largo y 1.5 cm de

ancho aproximadamente, por su tamafo es considerada como cultivar tipo Cochinera (Figura 1.1).

Figura 1.1 A) Productor de haba de la comunidad de San Agustin Calvario municipio de San Pedro
Cholula, Puebla, y B) caracteristicas morfologicas del cultivar C-Calvario.

Siembra del material vegetal bajo condiciones distintas de crecimiento

El cultivar de haba C-Calvario se sembro bajo condiciones distintas de crecimiento (CONC) campo
e invernadero. La siembra en campo se realizd de acuerdo con las labores tradicionales del
agricultor a mediados del mes de septiembre del 2017, en San Agustin Calvario (19° 03’ 03”’ latitud
norte, 98° 20’ 37’ longitud oeste).

La siembra en invernadero se realizd en un sistema de produccion de baja tecnologia, con una
cubierta de plastico de 20 % de sombreo (720 galgas, 180 micras de espesor). Ahi se sembro6 el

cultivar C-Calvario establecida en suelo y en arena de tezontle rojo a principios del mes de octubre
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del 2017 en la comunidad de San Agustin Calvario, cerca de donde se realizo la siembra en campo,

localizado en las coordenadas 19° 03’ 00°’ latitud norte y 98° 20’ 04”’ longitud oeste.

Invernadero-suelo. Las semillas fueron sembradas en bolsas de plastico de 35 x 35 cm con 7 kg de
una mezcla de suelo [50 % composta (estiércol de vacuno) y 50 % suelo de cultivo], se depositaron
cinco semillas en cada bolsa de plastico a una profundidad de 2 cm. Un dia antes de la siembra se
humedecio el suelo con agua de pozo. Cuando las semillas comenzaron a emerger
(aproximadamente 7 dias después de la siembra), el suelo se mantuvo himedo con riego (sin exceso
para evitar enfermedades), durante el desarrollo de las plantas. Las practicas de manejo del cultivo
fueron a) aclareo: dejar 2 plantas por maceta después de los 20 dias después de la emergencia
(DDE), b) deshierbe; cuando era necesario, y c) tutoreo de los hijuelos; cuando las plantas tuvieron

una altura de aproximadamente 40 cm.

Invernadero-tezontle. La siembra y el cultivo de las semillas se realizé de la misma manera que en
la de suelo, pero se utilizé como sustrato arena de tezontle rojo y como riego solucion nutritiva. La
solucion nutritiva utilizada fue la solucioén universal de Steiner al 100% (Steiner, 1984). Un dia
antes de la siembra el tezontle se humedeci6 con agua potable, a partir de la siembra y durante la
emergencia de las semillas (aproximadamente 12 dias después de la siembra), el riego se hizo con
agua de pozo y después cuando la planta tuvo 5 DDE se comenzé a regar con solucion nutritiva
1:3 (solucién nutritiva:agua), a los 7 DDE a una proporcion 1:1 y a los 10 DDE y durante todo el
desarrollo de la planta cuando se observaba que el sustrato se encontraba seco se regd con solucion

nutritiva 100 %.
Identificacion, recoleccion y procesamiento del material vegetal

Al campo y al invernadero experimental se fue cada tercer dia entre las 8:00 y 9:00 am. Cuando
las plantas comenzaron a emerger, epicotilo (tallo) expuesto sobre el nivel del suelo, cada planta
se identifico con estambre de distinto color, para monitorear la edad de las plantas. De esta manera
se establecid y monitoreo el dia de emergencia de las plantas, las cuales se cortaron a los 10, 15y
20 DDE (= 1 dia). Ademads, en la etapa de floracion, se recolectaron los brotes florales

(aproximadamente 60 DDE) y las flores abiertas (aproximadamente 70 DDE) (Figura 1.2).

Una parte de las plantas, de los brotes florales y de las flores abiertas se deshidrataron en estufa de
conveccion forzada (SHEL LAB, 1370FX, E.U.A.), a 38 °C durante aproximadamente 24 h hasta

que el porcentaje de humedad (% H) del material vegetal, determinado en termobalanza (OHAUS,
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MB 45) estuviera entre 7-10 %. La otra parte del material vegetal fue cortado en pedazos pequenos
(0.5 cm? aproximadamente) e introducido en bolsas pequefias de tela pellon para después
congelarlas a -20 °C. El material vegetal previamente congelado por 48 h se introdujo a una
liofilizadora con sistema de liofilizacién FreeZone® Triad (Labconco, catdlogo 7400040, E.U.A.).
La temperatura del colector fue de -80 °C, la presion de vacio se mantuvo en 0.220 mbar, el
procesamiento fue con dos ciclos cada uno con una duracion de aproximada 4 h hasta tener una
humedad entre 7-10 %. Posteriormente las muestras fueron trituradas en un triturador de granos de
café (KRUPS, GX4100, E.U.A.), y se tamizé a 420 pm. El polvo se almaceno en frascos a 22 + 2

°C, temperatura ambiente.

Figura 1.2 Plantas de Vicia faba L. desarrollado bajo distintas condiciones de crecimiento. PC;
Planta en campo, PIS; Planta invernadero suelo, PITZ; Planta invernadero tezontle,
BF; Brotes florales y FA; Flores abiertas.

Seleccion de longitud de onda para medicion espectrofotométrica de CFT y FT

En la cuantificacién de compuestos fendlicos totales (CFT) y flavonoides totales (FT), diferentes
estudios utilizan distintas longitudes de onda (Cuadro 1.1). Para saber la longitud de onda 6ptima
para analizar las muestras de haba, se realiz6 un barrido espectral tanto para CFT como para FT
(Fernandes et al.,, 2012; Pekal y Pyrsynska, 2014). Los estandares y el extracto de metanol al 100
% fueron sometidos al procedimiento general de CFT y FT (que se describe en los siguientes
apartados), las lecturas para el espectro de absorcion UV-Visible fueron determinados de 600 —

765 nm para CFT y de 300 — 600 nm para FT.
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Seleccion del solvente de extraccion de CFT y FT

Existen diversas metodologias y solventes para la extraccion de CF (Santos-Buelga ef al., 2012).
Cada muestra posee diferentes CF y contenidos (Pekal y Pyrsynska, 2014), por lo que es importante
evaluar el solvente que se utiliza en la extraccion. Por tal motivo se decidié realizar pruebas para
la extraccion de estos compuestos con dos solventes etanol al 100 % (J.T. Baker, 9000-03) y
metanol (J.T. Baker, 9070-03) al 100 % y 70 %. Para la realizacion de este analisis solo se utilizé

la muestra de planta de 10 DDE sembrada en campo.

Para la extraccion se pesaron 10 mg de polvo de planta de haba y se diluyeron con 10 mL del
respectivo solvente. La mezcla se homogenizé y se mantuvo por 30 min en un bafio ultrasénico
(Ultrasonic Cleaner, AS5150B, China). Después se centrifugéd a 4, 600 g a4 °C (2 min) (HERMLE
Labortechnick, Z 326 K), se extrajo el sobrenadante y el extracto se depositd en eppendorf para

almacenarlos a -20 °C previo a su analisis.

Cuadro 1.1 Estandares y longitud de onda utilizados para cuantificar Compuestos Fendlicos
Totales (CFT) y Flavonoides Totales (FT) por espectrofotometria UV - Visible.
Longitud de

Determinacion Estandar onda (nm) Referencia
CFT Ac. gélico 750 Bobo-Garcia et al. (2015)
CFT Ac. gélico 720 Uriarte y Isabel (2009)
CFT Ac. galico 765 Silva-Beltran et al. 2015

FT Catequina 510 Herald et al. (2012)

FT Catequina 510 Magalhaes et al. (2012)

FT Rutina 510 Chaieb et al. (2011)

FT Quercetina 496 Silva-Beltran et al. (2015)

FT Rutina 415 Farasat et al. (2014)

FT Rutina 410 Fernandez et al. (2012)

FT Rutina 408 Matyushcheko y Stepanova (2003)
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Determinacion de Compuestos Fenolicos Totales

La metodologia empleada fue en la que se basé Herald et al. (2012) con modificaciones. Para el
analisis se ocupo el equipo lector multimodo espectral de microplacas (Thermo Scientific,
Varioskan flash, Reino Unido) y una microplaca (Costar de 96 pozos de fondo plano de
polipropileno). Se utilizaron 25 pL. de muestra o estandar, se agregaron 75 puL de agua desionizada
y 25 uL de Folin-Ciocalteu (diluido 1:1 con agua desionizada), la solucién se mezcld y repos6 6
min en oscuridad a temperatura ambiente (TA). Se afiadieron 100 pL. de carbonato de sodio
(NaxCO3) al 7.5 % disuelto en agua y nuevamente se mezcld la solucion. Posteriormente se dejo
en reposo 60 min en oscuridad a TA y se ley6 a una longitud de onda de 725 nm. Para el blanco se
utiliz6 una mezcla de los reactivos y disolventes usados en el analisis, pero sin el analito, en lugar
de este se utilizo agua (25 pL). Para la curva se utilizé el estandar acido galico (Sigma, G7384)
diluido en agua. La concentracién de la curva de calibracion fue de 0 — 200 ug mL™!, valores que
generaron la siguiente ecuacion de la recta y = 0.0065x + 0.1026 (R? = 0.9969) (Figura 1.1A,
Anexo). El estandar fue analizado por triplicado y la muestra por octuplicado. Los resultados fueron
expresados como mg de equivalente de 4cido galico por gramo de materia seca (mg EAG g MS).

En la Figura 1.3 se aprecia un diagrama resumido.
Determinacion de Flavonoides Totales

El contenido de FT fue determinado de acuerdo a Herald et al. (2012) con pequefias
modificaciones. Para ello se us6 el lector multimodo espectral de microplacas (Thermo Scientific,
Varioskan flash) y una microplaca (Costar de 96 pozos de fondo plano de polipropileno). A 25 uL.
de muestra o estandar, se le agregaron 100 pL de agua desionizada y 10 pL de nitrito de sodio
(NaNO2) al 5 %, se mezcl6 la solucion y se dejo reposar por 5 min a TA. Después se afiadieron 15
uL de cloruro de aluminio al 10 % (AICl;3, disuelto en metanol), se mezclo la solucion y se dejo
reposar por 6 min a TA. Pasado el tiempo se le adicionaron 50 pL de hidréxido de sodio a 1 M
(NaOH) y 50 pL de agua desionizada, se mezcla la solucion y se deja reposar 30 min en oscuridad
a TA. Nuevamente la solucion se mezcld y ley6 a 400 nm. Todas las muestras y el estandar fueron
medidos contra el blanco (mezcla de los reactivos y disolventes usados en el analisis, pero sin el
analito, en lugar de este se utilizé agua). La quercetina (Sigma, Q4951) diluida en etanol absoluto
(J.T. Baker, 9000-03) fue usado como estandar a diferentes concentraciones de 0 — 550 ug mL!

para obtener la ecuacién de la recta y = 0.0017x + 0.1 (R? = 0.9986) (Figura 1.2 A, Anexo). El
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estdindar fue analizado por triplicado y las muestras por octuplicado. Los resultados fueron
expresados como mg de equivalente de quercetina por gramo de materia seca (mg EQ g' MS). La

Figura 1.3 muestra un diagrama resumido del proceso.

Adicion de reactivos
60 min

Tem. Ambiente
A 725 nm

CFT

Extractos de muestras

Espectrofotometria UV/Visible

Adicion de reactivos FESE

30 min _ 2,400 nm
Tem. Ambiente Ensayo AICk

Figura 1.3 Diagrama del proceso para cuantificar Compuestos fendlicos totales (CFT) y
Flavonoides totales (FT).

Analisis estadisticos

Con los resultados de CFT y FT en plantas y flores de V. faba bajo un disefio completamente al
azar se realizaron los analisis estadisticos analisis de varianza (ANOVA) y comparacion de medias

de Tukey con un nivel de significancia p < 0.05, con el paquete estadistico SAS version 9 (SAS,
2002).

1.3 Resultados y discusion
Seleccion de longitud de onda para medicion espectrofotométrica de CFT y FT

Para determinar la longitud de onda en la determinacion por espectrofotometria UV/Visible de CFT
y FT en este estudio, se realiz6 un espectro de absorcién a los estdndares y a la muestra, como lo

proponen algunos autores (Matyushcheko y Stepanova, 2003; Pekal y Pyrzinska, 2014). Los
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resultados mostraron que los espectros de absorcion del estandar acido galico (estandar utilizado
para evaluar a los CFT) y el de la muestra, presentaron su maximo pico de absorbancia en el rango
de 720 — 730 nm (Figura 1.4 a). Por lo que con base en estos resultados se consider6 trabajar a 725
nm. En el caso del espectro del estindar de quercetina obtenido para la evaluacion de FT fue similar
al del trabajo de Pekal y Pyrzinska (2014), obteniendo su maximo pico de absorcion en el rango de
300 - 320 nm (Figura 1.4 b). Mientras que el espectro de la muestra presento dos picos de absorcion
(uno a los 400 nm y el otro a los 500 nm); sin embargo, alrededor del rango de 390 - 415 nm
muestra la mayor absorcion. Asi que de acuerdo a la mayor absorbancia encontrada tanto del

estandar como de la muestra se eligio trabajar a 400 nm.

0.9 1 4 CFT 051 b FT
N G Ac. gilico ST e Quercetina
' — (10 DDE 0.4 4 —— (10 DDE
074 e,
= |/ e 503
206 g
= =
= o § 0.2
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Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 1.4 Espectros de absorcion de los estandares (--+) y muestra (—) de planta de 10 dias después
de emergencia sembrada en campo (C 10 DDE), después de los ensayos de: a)
compuestos fenolicos totales (CFT) y b) flavonoides totales (FT).

Seleccion del disolvente de extraccion de CFT y FT

Los resultados de la seleccion del disolvente para la extraccion de los compuestos fenolicos
mostraron diferencias altamente significativas (p < 0.01) para CFT y FT con una media de 92.20

mg EAG g MS y 92.75 mg EQ g'! MS, respectivamente (Cuadro 1.1A, Anexo).

El analisis estadistico de comparacion de medias comprueba que la extracciéon con metanol al 100
% tuvo los valores mas altos de CFT (134.78 mg EAG g' MS) y FT (131.34 mg EQ g!' MS), y fue
estadisticamente diferentes (p < 0.05) a los resultados con metanol al 70 % y etanol al 100 % en

CFT, y solo con etanol al 100 % en FT (Cuadro 1.2). Con base en los resultados obtenidos se
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decidio realizar las extracciones de todas las muestras con metanol al 100 %, por ser el disolvente

que mejor extrajo los metabolitos en ambas determinaciones.

Es importante conocer el disolvente de extraccion para los CF encontrados en el material vegetal
de estudio, ya que por la polaridad que presentan estos compuestos, los contenidos varian
dependiendo del disolvente utilizado. En Salvia hispdnica se evaluaron los disolventes de
extraccion como metanol y n-hexano, siendo el metanol el disolvente que mejor extrajo los
contenidos de CF con dos métodos de extraccion: convencional y ultrasonido de alta intensidad
(Corona-Jiménez et al., 2016). También en semilla de haba completa o fraccionada (testa,
cotiledon) para la obtencion de CF se compard como disolventes de extraccion la acetona al 70 %
y etanol al 80 %, y concluyeron que etanol acuoso se recomienda para extraer compuestos fendlicos

(Boudjou et al., 2013).

Cuadro 1.2 Comparacion de medias de Tukey de los solventes de extraccion de
compuestos fenolicos.

Variable Solvente Media
CFT Metanol 100 % 134.78*
(mg EAG ¢! MS) Metanol 70 % 131.48°
me & Etanol 100 % 24.26°
DMS 9.94
FT Metanol 100 % 131.34%
EQ ¢! MS) Metanol 70 % 113.61°
(mg EQ g Etanol 100 % 47.29°
DMS 15.28
CFT: Compuestos fendlicos totales, FT: Flavonoides totales, DMS: Diferencia minima
significativa.

Cuantificacion de compuestos fenolicos totales y flavonoides totales en plantas y flores de

Vicia faba L.

En las plantas de V. faba el analisis de varianza de los resultados de CFT y FT mostraron que
campo e invernadero presenta diferencias altamente significativas (p < 0.01) con una media de
94.06 mg EAG g MS y 83.68 mg EQ g! MS, respectivamente. Los coeficientes de variacion (CV)
en ambos metabolitos fueron menores a 16 %. En la variable CFT las fuentes de variacion CONC
y DDE y la interaccion MTDP*CONC, mostraron diferencias altamente significativas (p < 0.01),
mientras que en la variable FT todas las fuentes de variacion (CONC, MTDP y DDE) y la
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interaccion MTDP*CONC tuvieron diferencias altamente significativas (p < 0.01) (Cuadro 1.3).
En la condicion de crecimiento invernadero-suelo contra invernadero-tezontle los resultados de
CFT y FT presentan diferencias altamente significativas (p < 0.01) con una media de 80.19 mg
EAG g'MS y 70.30 mg EQ g MS, respectivamente. Los CV de las variables CFT y FT fueron
menores a 20 %. Las fuentes de variacion MTDP y DDE vy la interaccion MTDP*CONC en CFT
tuvieron diferencias altamente significativas (p < 0.01) y en FT todas las fuentes de variacion
(CONC, MTDP y DDE) y la interaccion MTDP*CONC también mostraron diferencias altamente
significativas (p < 0.01) (Cuadro 1.3).

Cuadro 1.3. Andlisis de varianza de compuestos bioactivos en plantas de Vicia faba L. sembradas
en condiciones de campo e invernadero.

CvV Cuadrado medio
(%) CONC MTDP DDE MTDP*CONC ERROR

Campo e Invernadero

Variable Media

CFT  94.06** 13.76 23276.12%** 150.94ns  11783.86** 2566.72%* 167.62

FT 83.68** 15.35 66851.25**  6480.22**  7336.86** 6629.21%* 165.07

Invernadero suelo e Invernadero Tezontle

CFT  80.19** 12.86 276.29NS 18443.39** 21951.17** 5308.23%* 106.48

FT 70.30** 19.39 16249.15**  7422.78** 15586.73** 7265.07** 185.89

CFT; Compuestos fenolicos totales (mg EAG g ' MS), FT; Flavonoides totales (mg EQ g™ MS), CV;
Cocficiente de variacion, MTDP; Método de procesamiento, CONC; Condicion de crecimiento, DDE;
Dia después de la emergencia, NS; No significancia, **p < 0.01; Diferencias altamente significativas.

En las flores de Vicia faba L. (BF + FA), los resultados del analisis de varianza de CFT y FT,
muestran que en la condicion de crecimiento campo e invernadero presenta efecto altamente
significativo (p < 0.01) con una media de 155.37 mg EAG g!' MS y 130.19 mg EQ g' MS,
respectivamente. Los coeficientes de variacion (CV) de ambos metabolitos fueron menores a 15 %.
En la variable CFT las fuentes de variacion CONC y MTDP y la interaccion CONC*MTDP
mostraron efecto significativo, mientras que en la variable FT todas las fuentes de variacion

(CONC MTDP vy estado de desarrollo de la flor (EDF) MTDP*CONC tuvieron efecto altamente
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significativo (p < 0.01) excepto la interaccion (Cuadro 1.4). Para la condicion de crecimiento
invernadero-suelo e invernadero-tezontle los resultados de CFT y FT muestran también tener
diferencias efecto altamente significativo (p <0.01) con una media de 154 mg EAG g'MSy 110.61
mg EQ g' MS, respectivamente. Los CV de las variables fueron menores a 11 %. Todas las fuentes
de variacion (CONC, MTDP y EDF) y la interaccion (MTDP*CONC) de ambas variables

mostraron tener diferencias efecto significativo (Cuadro 1.4).

Cuadro 1.4 Analisis de varianza de compuestos bioactivos en las flores de Vicia faba L. sembradas
en condiciones de crecimiento diferentes.

i . CV CUADRADO MEDIO
Variable  Media o
(“o) CONC MTDP EDF MTDP*CONC ERROR
Campo e Invernadero
CFT  15537** 1.89 390.03%*  43.02% 177N 146.10%* 10.95
FT 130.19%* 14.55  46529.29%* 3867.40%* 18147.86%* 282.55N8 359.260

Invernadero-suelo e Invernadero-tezontle

CFT 154.00*%*  1.36 76.95**  100.00** 123.43%* 19.95* 4.40

FT 110.61*%* 10.1 3488.82%* 2483.15** 15256.88** 850.67* 124.91

CFT,; Compuestos fendlicos totales (mg EAG g™ MS), FT; Flavonoides totales (mg EQ g™' MS), CV;
Cocficiente de variacion, MTDP; Método de procesamiento, CONC; Condicion de crecimiento, EDF;
Estado de desarrollo de la flor, NS; No significancia, *p < 0.05; Diferencias significativas, **p < 0.01;
Diferencias altamente significativas.

Condicion de crecimiento (CONC)

En las plantas, el andlisis de comparacion de medias (Tukey, p < 0.05) por CONC; campo e
invernadero, muestra que en campo presentan los contenidos mas altos de CFT y FT con una media
de 109.63 mg EAG g MS y 110.07 mg EQ g!' MS, respectivamente. En relacién al crecimiento
en invernadero de 78.49 mg EAG g! MSy 57.29 mg EQ g MS, segin corresponde (Figura 1.3A,
Anexo). También por CONC entre invernadero-suelo e invernadero-tezontle, se detectd que
invernadero-tezontle, aunque en CFT no fue estadisticamente diferente a invernadero-suelo,

presenta los contenidos més altos de CFT y FT con una media de 81.88 mg EAG g! MS y 83.31

25



mg EQ g MS, respectivamente. En relacion al crecimiento en invernadero-suelo de 78.49 mg EAG

g MSy 57.29 mg EQ g'! MS, segun corresponde (Figura 1.3A, Anexo).

En las flores, el analisis de comparacion de medias por CONC; campo e invernadero, muestra qué
las flores que crecieron en campo tuvieron los mas altos contenidos de CFT (157.84 mg EAG g')
y de FT (157.16 mg EQ g! MS). Con relacién al crecimiento en invernadero de 152.90 mg EAG
g'ly 103.23 mg EQ g'! MS, segiin corresponde (Figura 1.4A, Anexo). Para el caso de la condicion
de crecimiento bajo invernadero-suelo e invernadero-tezontle los contenidos de CFT y FT,
mostraron para ambos metabolitos tener diferencias altamente significativas (p < 0.01). En donde
la condicion de crecimiento invernadero-tezontle tuvo los contenidos mas altos de CFT y FT con
una media de 155.09 mg EAG gy de 118.00 mg EQ g! MS, respectivamente. Con relacion al
crecimiento en invernadero-suelo de 152.90 mg EAG g! MSy 103.23 mg EQ g! MS, seglin
corresponde (Figura 1.4A, Anexo).

En Glicine max (soya) se ha demostrado que las condiciones de crecimiento, campo e invernadero,
influyen significativamente en los contenidos de metabolitos primarios y secundarios (John et al.,
2016; John et al., 2017). Al respecto John et al. (2016) evaluaron en variedades de soya crecidas
en campo (con temperatura promedio de 71°F (21.66 °C) y fotoperiodo natural) e invernadero (con
condiciones contraladas, temperatura de 72 °F (22.22 °C) y fotoperiodo con 16 h luz/ 8 h en
oscuridad los primeros dos meses, y en el comienzo de la floracion fue de 12 h luz/ 12 h oscuridad)
los contenidos de flavonoides como las isoflavonas (daidzina, genistina, gliciteina, daidzeina,
genisteina) las cuales no presentaron una tendencia de contenidos constante entre las variedades
cultivadas en condiciones de campo e invernadero, sin embargo, 7 de 9 variedades crecidas en
invernadero mostraron mayores rendimientos del total de isoflavonas a diferencia de campo.
También John et al. (2017) demostraron que en las semillas de soya bajo invernadero tuvieron una
alta acumulacion de proteinas e isoflavonas comparada con las semillas crecidas en campo. Sin
embargo, aunque el trabajo se realizd en dos condiciones de crecimiento, s6lo mencionan que el
experimento en invernadero tuvo condiciones de fotoperiodo y temperatura controladas similares
a las condiciones obtenidas de campo (sin referir los datos). En esta investigacion las condiciones
de crecimiento en invernadero no fueron controladas, por lo cual posiblemente, los contenidos de
CFT y FT fueron superiores en campo respecto a los de invernadero, ademas las diferencias
también pueden ser atribuidas al tipo de tejido analizado, ya que en el estudio se estan evaluando

plantas y flores, y no el grano (soya) como lo realizaron John ef al. (2016) y John et al. (2017).
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Durante el crecimiento de la planta la acumulaciéon de compuestos fendlicos puede estar
influenciados por ciertos factores ambientales como pueden ser la temperatura, la radiacion UV, la
fertilizacion, entre otros. Al respecto Julkunen-Tiitto et al. (2015) en su revision documentan como
los flavonoides responden a la radiacion UV, ya que los contenidos de estos compuestos dependen
de la temporada o la hora del dia en que incide la radiacion, dado que los compuestos de proteccion
UV estan relacionadas con la necesidad de una mayor defensa de la planta al mediodia. Al igual se
ha demostrado que con base en los niveles de radiacion UV-B que incide en las plantas de maiz
(Zea mays) se pueden acumular cierto tipo de flavonas en las hojas que absorben la radiacion UV
(Casati y Walbot, 2005). Posiblemente en este experimento por causa de la radiacion solar, se
acumul6 un contenido mayor de compuestos fenolicos en las plantas y en las flores cultivadas en
campo a diferencia de las cultivadas en invernadero, dado a que la cubierta de plastico que cubre
el invernadero tiene un 20 % de sombreo, teniendo una reduccion de la trasmision de luz al cultivo.
También se ha demostrado que en hojas de tomate (Solanum lycopersicum, cv. Suzanne) hay un
efecto sinérgico entre diferentes parametros ambientales de temperatura, condiciones de luz, y
solucién nutritiva, para la acumulacion de cierto tipo de flavonoides. En donde las antocianinas se
encontraron mayormente en temperaturas de crecimiento de 12 a 18 °C, los niveles de flavonoles
aumentaron cuando la intensidad de luz aumento de 100 a 200 pmol m? s, el nitrogeno
proporcionado mejoro los niveles de flavonoides y derivados de cafeoil (Lovdal ef al., 2010). Asi
que una mayor intensidad de luz y temperaturas no tan altas, juegan un papel crucial para la sintesis
de flavonoides. Esto mismo se observé en el estudio, ya que en la condicion de campo se obtuvo
un mayor contenido de estos metabolitos, dado a que las temperaturas maximas durante el
desarrollo de la planta fueron de 23 — 25 °C (Cuadro 1.2A, Anexo) y la intensidad de luz fue mayor
a lo obtenido en invernadero. Mientras que en invernadero se tuvo temperaturas maximas de 31 —
38 °C (Cuadro 1.2A, Anexo) y la intensidad de luz fue de 20 % menos a la obtenida en campo,

provocando la reduccion de estos metabolitos.

El incremento del contenido de CFT y FT en las plantas y flores de haba sembradas en invernadero-
tezontle en comparacion con las sembradas en invernadero-suelo, posiblemente pudo deberse al
uso de solucién nutritiva, ya que ambas siembras tuvieron las mismas condiciones ambientales
excepto que una se regd con solucion nutritiva (Steiner) y la otra solo con agua potable. Ademas,
se ha demostrado que el sistema de hidroponia, puede ser una opcion para la obtencion de

concentraciones mayores de compuestos bioactivos (CB). Sinkovi€ et al. (2017) midieron CB en
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hojas de cultivares de achicoria (Cichoruim intybus L.) fertilizadas con diferentes soluciones
nutritivas de nitrégeno (+N), +N en potasio (+N/K) y +N/K enriquecido en fosforo (+N/P/K) al 1,
2y 3 %. Encontraron que altos contenidos de compuestos fenolicos y flavonoides se obtuvieron

con la solucion enriquecida con K, seguida de N y P.
Método de procesamiento (METP)

En las plantas en la CONC campo e invernadero, los resultados de comparacion de medias de CFT
presentaron que por MTDP no hubo diferencia significativa (p < 0.05) entre los secados por estufa
(92.81 mg EAG g' MS) vy el liofilizado (95.32 mg EAG g' MS) (Cuadro 1.5). Para FT se
encontraron diferencias significativas (p < 0.05) por MTDP, siendo que el secado por estufa
presenté el contenido mas alto con 91.90 mg EQ g! MS. En la CONC invernadero-suelo e
invernadero-tezontle en CFT y FT se presentaron diferencias significativas por MTDP en donde el
contenido mayor para ambos fitoquimicos se presenté en los liofilizados con 94.05 mg EAG g’!
MS y 79.10 mg EQ g! MS, respectivamente (Cuadro 1.5). En el Anexo 1A en la Figura 1.5A y
1.6A se representa la interaccion de MTDP*CONC (tratamiento x ambiente), en donde se aprecian
los contenidos de los CFT y FT en plantas de V. faba bajo condiciones distintas de crecimiento,

ademas de la comparacion de medias entre los métodos de procesamiento evaluados.

Cuadro 1.5 Comparacion de medias de Tukey por método de procesamiento de compuestos
bioactivos en plantas de Vicia faba L.

Invernadero-suelo e invernadero-
Campo e Invernadero

MTDP tezontle
CFT FT CFT FT
Plantas
Estufa 92.812a 91.904a 66.331b 61.516b
Liofilizado 95.320a 75.472b 94.052a 79.103a
DMS 5.25 5.21 4.18 5.52
Flores
Estufa 154.552b 137.973a 155.251a 116.849a
Liofilizado 156.192a 122.426b 152.751b 104.391b
DMS 1.47 9.48 1.04 5.91

MTDP: Método de procesamiento. CFT: Compuestos fendlicos totales (mg EAG g MS), FT;
Flavonoides totales (mg EQ g* MS), DMS: diferencia minima significativa. Medias con la
misma letra por columna, no son significativamente diferentes.
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En flores, la comparacion de medias de CFT y FT de la condicién de crecimiento campo e
invernadero, mostré que por MTDP tuvo diferencia significativa (p < 0.05), en donde para CFT los
contenidos mas altos se encontraron en liofilizado (156.19 mg EAG g'MS) y para FT se present6
en los deshidratados por estufa (137.97 mg EAG g'MS) (Cuadro 1.5). En la CONC invernadero-
suelo e invernadero-tezontle en CFT y FT se tiuvieron diferencias significativas (p < 0.05) por
MTDP, siendo que los contenidos més altos para ambos metabolitos se presentaron en el secado
por estufa con 155.25 mg EAG g!'MS y 116.84 mg EQ g'! MS, respectivamente (Cuadro 1.5). En
el Anexo 1A en la Figura 1.7A y 1.8A se representa la interaccion de MTDP*CONC (tratamiento
x ambiente), en donde se aprecia graficamente los contenidos de los CFT y FT en flores de V. faba
bajo condiciones distintas de crecimiento, ademas de la comparacion de medias entre los métodos

de procesamiento evaluados.

Para identificar de una mejor manera el efecto del MTDP sobre los fitoquimicos analizados, en las
Figuras 1.5 y 1.6 se presenta graficamente la comparacion de medias por MTDP del contenido de
CFT y FT de las plantas a los 10, 15 y 20 dias después de la emergencia (DDE) (Figura 1.5) o
estado de desarrollo de la flor (Figura 1.6) en campo, invernadero-suelo e invernadero-tezontle. De
esta forma se aprecia un patron, en donde las plantas cultivadas en campo ya sea para CFT o FT
tuvieron un contenido mayor de estos fitoquimicos con el secado en estufa, ademés que los
contenidos de ambos fitoquimicos fueron superiores a los presentados en invernadero. Sin
embargo, con las plantas sembradas en invernadero se aprecié que la liofilizacion fue mejor para
estos fitoquimicos, ya que en invernadero-suelo se obtuvo un contenido mayor de CFT y FT en las
plantas de 15y 20 DDE, y en el caso de invernadero-tezontle los contenidos de CFT y FT fueron
mayores en cualquier edad de las plantas (10, 15y 20 DDE) (Figura 1.5). Por desarrollo de la flor,
en FA se presentd un patron contrario a lo obtenido en plantas, ya que los secados en estufa
conservaron los CFT y FT en las FA obtenidas en invernadero-suelo e invernadero-tezontle,
mientras que en campo se obtuvo un contenido mayor con el liofilizado. Sin embargo, BF no
presentd tal patron. Los contenidos obtenidos de CFT ya sea en BF o FA son superiores a los
encontrados en flores medicinales silvestres (Crataegus monogyna, Cytisus multiflorus, Malva
sylvestris y Sambucus nigra) que ronda de 5 — 55 mg g! MS y son especies que se utilizan
tradicionalmente en la Peninsula Ibérica por tener varias aplicaciones medicinales (Barros et al.,

2012).
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Figura 1.5 Compuestos fenolicos totales (A-C) y flavonoides totales (D-F) en plantas de Vicia
faba L. de 10, 15y 20 dias después de la emergencia (DDE) bajo diferentes condiciones
de crecimiento: campo, invernadero-suelo (SUE) e invernadero-tezontle (TEZ) y
métodos de procesamiento: liofilizado (L) y estufa (E). Entre métodos de
procesamiento, **p < (0.01; diferencias altamente significativas. Las barras indican +
desviacion estandar (n = 8).

30



Flores comestibles como camellia, rose y rosselle, contienen abundantes compuestos bioactivos
que proporcionan beneficios a la salud, en donde principalmente se tuvo contenidos altos de CFT
en rose de 129.0 — 198.4 mg EAG g! MS, seguido de camellia con 56.7 — 107.6 mg EAG g! MS
y roselle de 28.9 — 43.1 mg EAG g MS (Trinh et al., 2018). Por lo que las flores o los brotes de
V. faba por los valores que tienen de CFT 151.77 — 159.58 mg EAG g' MS y FT 111.28 — 195.66
mg EQ g' MS (independientemente de la condicién de crecimiento y el método de secado),

también podrian ser propuestas como flores comestibles con alto valor de compuestos bioactivos.

En BF se aprecia que CFT en campo no presento diferencias significativas por MTDP (p < 0.01),
a diferencia de los BF crecidos en invernadero-suelo e invernadero-tezontle. En el caso de FT solo
se observaron diferencias significativas (p < 0.01) en los tratamientos campo e invernadero-suelo,
en donde el secado con estufa presento los contenidos mas altos con 195.66 y 132.28 mg EQ g!
MS, respectivamente (Figura 1.6). En el estado de desarrollo de la flor en FA en CFT se tuvieron
diferencias significativas (p < 0.01) en todas las condiciones de crecimiento, siendo en la condicion
de crecimiento de campo que se encontr6 el mayor contenido con el MTDP liofilizado (162.56 mg
EAG g! MS) (Figura 1.6). En FT, solo campo e invernadero-suelo presentaron diferencias
significativas (p <0.01), en donde el contenido mayor de estos metabolitos se detecté con el MTDP
de liofilizado (154.06 mg EQ g' MS) y estufa (155.41 mg EQ g! MS), respectivamente (Figura
1.6). Los resultados presentes en plantas, brotes florales y flores abiertas muestran que los
contenidos no solo difieren de la condicion de crecimiento o el MTDP, sino también por el tejido
evaluado en V. faba, lo cual pudo deberse al tipo y al contenido de metabolitos presentes en los
diferentes tejidos a través del desarrollo de la planta, asi como sucede con el patrén de acumulacion

de compuestos fendlicos en los tejidos de la planta de Camellia Sinensis (Jiang et al., 2013).

Existen evidencias de que el tipo de procesamiento al que se somete el material vegetal influye en
el contenido de compuestos bioactivos como en los CFT y FT (Boukhanouf ef al., 2016; Alruwaih
y Yaylayan, 2017). Al respecto en ciertas especies como en las hojas de Eruca sativa (rugula), se
evaluaron los contenidos de CFT y de FT con dos métodos de secado: liofilizacion (-40 a -50°C, a
una presion de 0.7 Pa) y el secado por estufa con aire (55°C, 6-7 h). En el caso de CFT, el liofilizado
(8.67 2100 g EQ) y el secado (8.5 g 100g™! EQ) no presentaron diferencias significativas, mientras
que en FT si hubo diferencias significativas entre los tipos de secado, en donde liofilizado tuvo un
contenido mayor (3.29 g 100 g!' EQ) a diferencia del secado con estufa (2.42 g 100g"' EQ)

(Alruwaih y Yaylayan, 2017). Se atribuye a que la mayoria de los flavonoides difieren en su
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termoestabilidad, asi que la destruccion de flavonoides varia con los tratamientos de secado, siendo
la liofilizacion el método que menos los destruye. Ademas de que con liofilizacion se logra una
mejor eficiencia en la extraccion por los cristales de hielo que se forman, los cuales rompen las
estructuras celulares y liberan los componentes, consiguiendo una mejor accesibilidad en la
extraccion del compuesto (Alruwaih y Yaylayan, 2017). Esto no ocurrid en la investigacion ya que
como se aprecia en la Figura 1.5 y 1.6 en los contenidos de CFT y FT si se obtuvieron diferencias
altamente significativas (p <0.01) entre los MTDP estufa y liofilizado, ademés de que, no en todas
las condiciones de crecimiento el secado por liofilizado tuvo los contenidos mayores de FT. Lo
anterior pudo deberse a que en el estudio se trabajo el secado con estufa con una temperatura menor
(38 °C) a la que el autor utilizé (55 °C), por lo que la temperatura pudo haber influido en el
contenido de estos compuestos bioactivos. También en la especie Vitis vinifera L. se evalto el
contenido de CFT con diferentes métodos de secado: estufa (60 °C, durante 17 h), liofilizado (-110
°C, durante 48 h) y secado al sol (durante 7 dias), en donde el método de liofilizado (19.83 mg/g
MS) no mostro diferencias significativas con respecto al fresco (20.21 mg g”! MS), en comparacion
con los otros métodos (Coklar y Akbulut, 2017). Sin embargo, hay que considerar que el secado
por estufa lo hicieron con una temperatura superior (60 °C) a lo temperatura utilizada en el estudio
(38 °C). Con base en el trabajo de los autores Alruwaih y Yaylayan (2017) y Coklar y Akbulut
(2017) se infiere que el secado en liofilizacién conserva mejor a los CFT y FT. Esto mismo sucedi6
con las plantas obtenidas en invernadero sembradas en suelo y en tezontle, mientras que en campo
ocurrid lo contrario, ya que el secado en estufa conservo mejor a los CFT y FT. Lo que sugiere que
los tipos de CFT y FT acumulados en cada condicion de crecimiento pueden ser diferentes, ya que
por haber estado el cultivo en campo abierto, y no protegido como en un invernadero, se presenta
una mayor incidencia de radiacion UV, que promueven la sintesis de flavonas (Casati y Walbot,
2005) o flavonoles (Lovdal et al, 2010), o también por la temperatura presentada durante el
desarrollo de la planta (temperaturas medias 13.87 - 18.64 °C y temperaturas maximas de 23 — 25
°C, Cuadro 1.2A, Anexo) las cuales rondaron entre los 12 - 18 °C que es como se promueven la
sintesis de antocianinas (Levdal ef al., 2010). Lo cual sugiere que el tipo y abundancia de
fitoquimicos que se obtienen en cada condicion de crecimiento (campo e invernadero) pudieron
haber sido sensibles o tolerantes a bajas o altas temperaturas como las que se utilizan en el secado

por liofilizacién o en estufa, respectivamente.
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Figura 1.6 Compuestos fendlicos totales (A y B) y flavonoides totales (C y D) en brotes florales
(BF) y flores abiertas (FA) de Vicia faba L. bajo diferentes condiciones de crecimiento:
campo, invernadero-suelo (SUE) e invernadero-tezontle (TEZ) y métodos de
procesamiento: liofilizado (L) y estufa (E). Entre métodos de procesamiento, **p <

0.01; diferencias altamente significativas. Las barras indican + desviacion estdndar (n
= 8).

De acuerdo a lo documentado por Julkunen-Tiitto e al. (2015), mencionan que el método de secado
por liofilizacion ayuda a conservar a los FT. Sin embargo, las condiciones de almacenamiento del
material vegetal son importantes, ya que puede afectar tanto la concentracion de flavonoides como
el perfil de flavonoides, por lo que el contenido de agua debe ser lo mas bajo posible. Cascaes et
al. (2018) menciona que un contenido bajo de humedad es necesario para inactivar la enzima

polifenol oxidasa, enzima responsable de la degradacion de compuestos fenolicos. Temperaturas
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alrededor de 60 °C en comparacion a las de 40 y 50 °C fue la temperatura més adecuada para el
secado por conveccion en uva “Pinot Noir". Esta temperatura ayudé a inactivar la accion de la
enzima polifenol oxidasa, ademas que contribuyo ala reduccion de 86.13 % de la actividad de agua
(de 0.971 a 0.135 ay), lo cual pudo haber influenciado en la inactivacion de la actividad enzimatica
y la aparicion de reacciones quimicas, reteniendo de esta manera a los compuestos fendlicos
(Cascaes et al., 2018). Por lo que es necesario que en el material vegetal después de procesamiento

tenga un contenido de agua final bajo para la conservacion de los compuestos bioactivos.
Plantas y flores de Vicia faba L.

En las plantas el analisis de medias del contenido de CFT respecto a los DDE, mostré que las
plantas sembradas tanto en campo como en invernadero independientemente del MTDP,
mantuvieron el contenido mas alto a los 10 DDE y fue estadisticamente diferente a los demas (p <
0.05). Contenido que comenzo6 a descender a partir de esa fecha (Figura 1.7 A). En el estudio
realizado por Randhir y Shetty (2003) encontraron que en plantas de haba de 12, 16 y 20 DDE, el
contenido mas alto de CFT se presenta a los 16 dias con una concentracién de 21 mg g! de materia
fresca, valor aproximadamente cinco veces menor a lo obtenido en este trabajo a los 10 DDE en
campo y en invernadero (129.69 y 102.70 mg EAG g' MS, valor promedio independientemente
del MTDP, respectivamente), aun cuando los autores utilizaron elicitores naturales en las semillas
de haba para estimular la sintesis de estos metabolitos secundarios. Posiblemente el incremento de
CFT se debio a que los autores trabajaron con materia fresca a diferencia de este estudio que los
resultados se obtuvieron en materia seca. En la comparacion de medias del contenido de FT de
plantas sembradas en campo e invernadero, también presentaron una tendencia descendente, sin
embargo, esta no comenz6 necesariamente después de los 10 DDE, ya que en algunas muestras fue
a partir de los 15 DDE (Figura 1.7 B). En relacién a la CONC se puede apreciar en la Figura 1.7
que independientemente del MTDP los contenidos mayores de ambos compuestos bioactivos (CFT

y FT) se encontraron en campo.
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Figura 1.7 Contenido de Compuestos fenolicos totales (A) y flavonoides totales (B) en plantas de
Vicia faba L. de diferentes dias de emergencia (DDE), bajo condiciones distintas de
crecimiento; campo e invernadero, y métodos de procesamiento; liofilizado (L) y estufa
(E). Medias con letras distintas por DDE y método de procesamiento son diferentes de
acuerdo a la prueba de Tukey (p < 0.05). Las barras indican + desviacion estandar (n =
8).

Respecto a la CONC invernadero-suelo e invernadero-tezontle el analisis de comparacion de
medias del contenido de CFT en las plantas de haba respecto a los DDE mostro que,
independientemente del MTDP las plantas tuvieron el contenido mas alto de CFT a los 10 DDE y
fue estadisticamente diferente a los demas (p < 0.05). Después de los 10 DDE se aprecia que el
contenido en las plantas tiene una tendencia descendente (Figura 1.8). Al igual con respecto al
contenido de FT también se puede ver una tendencia descendente, sin embargo, esta inicio entre
los 10 y 15 DDE (Figura 1.8). En la Figura 1.8 se puede apreciar que independientemente del
MTDP los contenidos mayores de ambos compuestos bioactivos (CFT y FT) se encontraron en

invernadero-tezontle.

Algunos trabajos documentan que en haba verde completa (testa + cotiledén) de diferentes
variedades de Vicia major'y Vicia minor se obtuvieron contendidos de CFT de 30.93 y 42.44 mg
g’ MS de equivalente de catequina, respectivamente. En el caso de FT los contenidos fueron 0.11
y 0.14 mg g'' MS de equivalente de quercetina de V. major y V. minor, respectivamente (Boudjou
et al., 2013). Mientras que, en haba madura, en el trabajo de Boukhanouf ez al. (2016) encontraron
que en CFT hay una reduccién aproximadamente de 67 % de haba inmadura a haba madura (12

mg EAG g! MS) y de FT la reduccién es de 73.25 % (0.167 mg EQ g! MS). Con base en la
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literatura se puede argumentar que en haba, ya sea en haba verde (fresca) o en haba madura (seca),
los contenidos de CFT fueron aproximadamente tres veces menores y en FT tienen contenidos muy
escasos (592 veces menos) (valores medios: 28.45 mg EAG g' MS y 0.13 mg EQ g' MS,
respectivamente) en comparacion con los valores de las plantas de haba obtenidos en este estudio
(valores medios: 87.12 mg EAG g' MS y 7699 mg EQ g! MS, respectivamente)
independientemente de la condicion de crecimiento; campo, invernadero-suelo e invernadero-

tezontle, y bajo cualquier método de secado; liofilizado o estufa.
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Figura 1.8 Contenido de Compuestos fenolicos totales (A) y flavonoides totales (B) en plantas de
Vicia faba de diferentes dias de emergencia (DDE), bajo condiciones distintas de
crecimiento; invernadero-suelo € invernadero-tezontle, y métodos de procesamiento;
liofilizado (L) y estufa (E). Medias con letras distintas por DDE y método de
procesamiento son diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey (p < 0.05). Las barras
indican + desviacion estandar (n = 8).

En flores, el analisis de comparacion de medias del contenido de CFT en los BF y en las FA mostro
que, en campo el MTDP liofilizado no present6 diferencias significativas (p < 0.05) entre los dos
estados de desarrollo de la flor; mientras que, en estufa si hubo diferencias significativas (p < 0.05)
siendo en los BF en donde se present6 el contenido més alto (156.34 mg EAG g! MS) (Figura 1.9).
En invernadero en ambos MTDP hubo diferencias significativas (p < 0.05), donde el BF tuvo el
contenido més alto (154.92 mg EAG g MS) en la condiciéon de SUE-L y para SUE-E fue en FA
(155.41 mg EAG g!' MS) (Figura 1.9). En FT, los BF y FA presentaron diferencias significativas
(» <0.05) en los MTDP, en donde la condicion de CAM-E present6 el contenido mas alto en BF
con una media de 195.66 mg EQ g! MS (Figura 1.9). En relacion con la CONC se puede apreciar
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que independientemente del MTDP los contenidos mayores de ambos compuestos bioactivos (CFT

y FT) se encontraron en campo (Figura 1.9).
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Figura 1.9 Contenido de compuestos fendlicos totales (A) y flavonoides totales (B) en flores de
Vicia faba L.; brotes florales (BF) y flores abiertas (FA), bajo condiciones distintas de
crecimiento; campo e invernadero y métodos de procesamiento; liofilizado (L) y estufa
(E). Medias con letras distintas por estado de desarrollo de la flor (BF y FA) y método
de procesamiento son diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey (p <0.05). Las barras
indican + desviacion estandar (n = 8).

Respecto a la CONC invernadero, los analisis de comparacion de medias del contenido de CFT y
FT en los BF y FA presentaron diferencias significativas (p < 0.05), en donde los contenidos mas
altos de CFT se detectaron en SUE-L en los BF (154.92 mg EAG g MS) en SUE-E en las FA
(155.41 mg EAG g' MS), en TEZ-L y TEZ-E en BF (155.27 Y 159.58 mg EAG g' MS,
respectivamente). En el caso de FT independientemente del MTDP se aprecia claramente que en

BF se encontr6 el mayor contenido (Figura 1.10).

Aungque las plantas y las flores no son consumidas comunmente, pueden ser una fuente alternativa
de extraccion de CF para suplementos y/o productos funcionales, no s6lo de CF en general, sino
de compuestos bioactivos particulares que la planta de haba contiene como son: L-Dopa,
isoflavonas, entre otros, que se ha comprobado y documentado que tienen un efecto beneficioso en

la salud (Setchell y Cassidy, 1999; Apaydin et al., 2000; Lampe, 2009).
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Figura 1.10 Contenido de compuestos fenolicos totales (A) y flavonoides totales (B) en flores de
Vicia faba L.; brotes florales (BF) y flores abiertas (FA), bajo condiciones distintas
de crecimiento; invernadero-suelo e invernadero-tezontle, y métodos de
procesamiento; liofilizado (L) y estufa (E). Medias con letras distintas por estado de
desarrollo de la flor (BF y FA) y método de procesamiento son diferentes de acuerdo
a la prueba de Tukey (p < 0.05). Las barras indican + desviacion estandar (n = 8).

Aprovechamiento de compuestos fendlicos y flavonoides totales en plantas y flores de Vicia
faba L.

Los estudios en donde se evaltia la condicion de crecimiento y el método de procesamiento sobre
los contenidos de compuestos bioactivos de una especie son escasos, como en el caso de la especie
V. faba Asi que este estudio evidenci6 los contenidos de CFT y FT en plantas de diferente dia
después de la emergencia (10, 15 y 20 DDE) y también en flores de diferente estado de desarrollo
(BF y FA), ademas de conocer la influencia que tiene en los tejidos de V. faba la condicién de
crecimiento en campo invernadero-suelo e invernadero-tezontle, y el método de secado por

liofilizacién o estufa, sobre estos compuestos bioactivos.

Con base en los resultados se demostré que la condicion de crecimiento, asi como el método de
secado influyen en el contenido de CFT y FT presentes en los tejidos del haba, por lo que es
indispensable evaluar estos factores ademas de los tejidos para poder conocer de qué manera se
puede obtener un contenido mayor de estos compuestos bioactivos y ser aprovechados por el ser
humano por su capacidad antioxidante y sus beneficios en la disminucién y/o prevencion de
enfermedades. Ademds por su alto contenido se infiere que pueda tener una gran cantidad de

algunos fitoquimicos en particular, que han demostrado tener un efecto especifico en la salud como
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es el caso de la L-Dopa e isoflavonas, fitoquimicos que son utilizados como tratamiento en el mal

de Parkinson y para la prevencion de algun tipo de céncer, respectivamente.

Aunque las plantas y las flores de V. faba hasta la fecha no son consumidas comiinmente, pueden
ser tejidos propuestos para ser aprovechados para la obtencion de extractos a fin de usarlos en
productos funcionales, nutracéuticos, o para el desarrollo de farmacos en el tratamiento y/o
prevencion de enfermedades. Por lo que, si se quisiera aprovechar los compuestos bioactivos
obtenidos de los tejidos de la planta de V. faba, se recomendaria utilizar las plantas, ya que con
base en los resultados del trabajo. Aunque las flores tuvieron contenidos mayores de CFT y FT, la
obtencion de plantas es mas rapida que la de las flores. Sin embargo, seria adecuado evaluar en los
tejidos los rendimientos de estos fitoquimicos para valorar el tejido que realmente convenga
obtener para la extraccion de estos compuestos bioactivos. Ademas de evaluar los factores
agroambientales (luminosidad, temperatura, humedad relativa, etc.) que estén interviniendo en el
desarrollo de V. faba para conocer la influencia que tienen en la sintesis de estos fitoquimicos

importantes en la planta y para la salud del ser humano.

1.4 Conclusiones

Los hallazgos del estudio revelaron que las condiciones de crecimiento en la que se desarroll6 la
planta de haba y el método de procesamiento utilizado en los tejidos, influyeron significativamente
en el contenido de compuestos fenodlicos totales (CFT) y flavonoides totales (FT). En campo se
presentaron los contenidos mas altos de CFT y FT en las plantas y en las flores en comparacion
con invernadero. Mientras que, dentro de invernadero, invernadero-tezontle tuvo los contenidos
mas altos de CFT y FT en comparacion con invernadero-suelo. El secado en estufa conservo
mayormente a los CFT y FT de los tejidos obtenidos en campo, y liofilizacion conservo mejor a
los obtenidos en invernadero. Los resultados de ambos compuestos fendlicos en las plantas tuvieron
una tendencia decreciente constante de las plantas mas jovenes (10 dias después de la emergencia
(DDE)) a las més adultas (20 DDE) independientemente de la condicion de crecimiento y método
de procesamiento. Los contenidos de los compuestos no fueron superiores a lo obtenido en las
flores de haba, principalmente cuando las flores se encuentran en boton. Con base en los resultados
para la obtencion de CFT y FT en V. faba, se recomienda sembrar bajo la condicion de crecimiento

en campo, obtener plantas de 10 DDE, y procesarlas con secado en estufa a 38 °C.
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CAPITULO II: CONTENIDO, CANTIDAD Y APROVECHAMIENTO DE
COMPUESTOS BIOACTIVOS EN PLANTAS Y FLORES DE HABA (Vicia faba L.)
BAJO CONDICIONES DISTINTAS DE CRECIMIENTO

Resumen

Los tejidos de la planta de haba pueden ser una fuente natural de obtencion de compuestos
bioactivos (CB), existen estudios que muestran su efecto terapéutico en enfermedades
cardiovasculares, ciertos tipos de cancer, enfermedades 0seas, en el tratamiento del Parkinson y en
la etapa del climaterio de la mujer. La investigacion tuvo como primer objetivo conocer en plantas
a los 10, 15 y 20 dias después de la emergencia (DDE) y en las flores de cuatro variedades
mexicanas de haba el contenido y cantidad de compuestos fendlicos totales (CFT), flavonoides
totales (FT), L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) y daidzeina (DAID). Ademas de analizar el
efecto que tienen estos compuestos de extractos de plantas y flores, cuando son evaluadas en
funcioén de la estructura vegetal, la precocidad del cultivar y en condiciones distintas de crecimiento
campo e invernadero. Las variedades se sembraron en campo e invernadero bajo un disefio de
bloques completos al azar. En ambas condiciones se midieron variables agroambientales. Se
cosecharon las plantas y las flores y se procesaron con liofilizacion para posteriormente realizar
andlisis por espectrofotometria UV-visible y HPLC. Los resultados presentaron diferencias
significativas (p < 0.05 o p < 0.01) entre variedad, precocidad, DDE y condicion de crecimiento.
La variedad Rojita de floracion tardia, presento los contenidos mas altos de CFT (121.12 mg EAG
g ' MS), FT (117.18 mg EQ g MS) y L-DOPA (72.92 mg g' MS) en las plantas, y en las flores
(CFT: 177.7 mg EAG g'' MS, FT: 183.12 mg EQ g' MS, L-DOPA: 102.1 mg g' MS). La variedad
precoz Matlatzintla presento el mayor contenido de DAID en plantas (0.394 mg g! MS) y flores
(0.518 mg g'! MS). Por edad las plantas de 10 DDE tuvieron los contenidos mas altos de CFT
(125.52 mg EQAG g MS), FT (99.65 mg EQ g' MS) y L-DOPA (82.58 mg g' MS), y los de
DAID se presentaron a los 20 DDE (0.330 mg EQ g™! MS). Por estructura, las flores presentaron
los contenidos mayores de todos los CB (CFT: 162.01 mg EAG g' MS, FT: 165.74 mg EQ g'' MS,
L-DOPA: 92.13 mg g' MS, DAID: 0.458 mg g'' MS) a diferencia de las plantas. Por cantidad las
plantas de 20 DDE crecidas en campo mostraron los contenidos mas altos de los CB (CFT: 146.80,
FT: 141.35, L-DOPA: 108.31 y DAID: 0.833 mg planta’ MS). Por condicién de crecimiento, las
plantas crecidas en campo tuvieron los contenidos mayoritarios de CB respecto a los obtenidos en
invernadero. El andlisis de correlaciones canonicas (ACC) demostrd que la luminosidad tuvo una

correlacion positiva fuerte con DAID, mientras que temperatura y fosforo tuvieron una correlacion
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inversa con DAID y L-DOPA. Plantas de 20 DDE crecidas en campo podrian ser aprovechadas
para la obtencion de CB, principalmente aquellos compuestos que tienen un efecto importante

como L-DOPA para el mal de Parkinson y DAID para la prevencion de algunos tipos de cancer.
Palabras claves: analisis de correlaciones candnicas, campo, cantidad, invernadero, Parkinson.
Abstract

The tissues of the broad bean plant can be used as a natural source of bioactive compounds (BC),
they can prevent cardiovascular diseases, certain types of cancer, bone diseases, they also have a
therapeutic effect in the treatment of Parkinson's and reduce discomforts in the climacteric stage of
women. The aim of the study was to know the content, quantity and use of total phenolic
compounds (TPC), total flavonoids (TF), L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) and daidzein
(DAID), in plants at 10, 15 and 20 days after the emergence (DAE) and in flowers of four Mexican
broad bean varieties, depending on the plant structure, the precocity and the growth condition. The
varieties were sown in field and greenhouse under a randomized complete block design. Agri-
environmental variables were measured in both conditions. Plants and flowers were harvested and
processed with freeze-drying for subsequent analysis by UV-visible spectrophotometry and HPLC.
The results showed significant differences (p < 0.05 or p <0.01) between variety, precocity, DAE
and growth condition. The Rojita variety of late flowering, presented the highest content of TPC
(121.12 mg GAE g DW), TF (117.18 mg QE g DW) and L-DOPA (72.92 mg g"! DW) in plants,
and in flowers (TPC: 177.7 mg GAE g' DW, TF: 183.12 mg QE g' DW, L-DOPA: 102.1 mg g’!
DW). The early variety Matlatzintla presented the highest content of DAID in plants (0.394 mg g
"' DW) and flowers (0.518 mg g”' DW). By age at the 10 DAE plants had the highest contents of
TPC (125.52 mg GAE g!' DW), TF (99.65 mg QE g'! DW) and L-DOPA (82.58 mg g DW), and
DAID were presented at 20 DAE (0.330 mg QE g' DW). By structure, the flowers presented the
highest contents of all BC (TPC: 162.01 mg GAE g! DW, TF: 165.74 mg QE g' DW, L-DOPA:
92.13 mg g DW, DAID: 0.458 mg g' DW) unlike plants. By quantity, the 20 DAE plants grown
in the field display the highest BC contents (TPC: 146.80, TF: 141.35, L-DOPA: 108.31 and DAID:
0.833 mg plants’ DW). By growth condition, the plants grown in the field had the highest BC
contents with respect to those obtained in the greenhouse. Canonical correlation analysis (CCA)
showed that luminosity had a strong positive correlation with DAID, while temperature and

phosphorus they have an inverse correlation with DAID and L-DOPA. Plants of 20 DAE grown in
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the field could be used to obtain BC, mainly those compounds that have an important effect such

as L-DOPA for Parkinson's disease and DAID for the prevention of some types of cancer.

Keywords: analysis of canonical correlations, field, greenhouse, Parkinson, quantity.

2.1 Introduccion

Vicia faba L. tiene un valor nutritivo y nutracéutico por los compuestos que contiene (Trinidad et
al., 2010; Multari et al., 2015; Fuentes-Herrera, 2016), es considerada un cultivo estratégico para
alimentar a la creciente poblacion mundial (Multari et al., 2015). Entre los compuestos que tiene
se destacan los fitoquimicos que por su funcidén benéfica en el organismo son considerados
compuestos bioactivos. Estos componentes ya sean nutrientes o no, proporcionan una o varias
funciones fisioldgicas especificas beneficiosas en el cuerpo humano (Roberfroid, 1996). En esta
especie, entre la diversidad de compuestos bioactivos que se pueden encontrar, estan los

compuestos fenolicos, los flavonoides, L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) e isoflavonas.

Los compuestos fendlicos, que incluyen a los flavonoides, tienen entre sus funciones servir de
antioxidantes para el ser humano (Gimeno, 2004), los cuales generan un efecto beneficioso en la
salud. Al respecto Turco et al. (2016) documenta los tipos de compuestos fenolicos presentes en el
haba y el efecto protector que podrian tener frente al desarrollo de enfermedades por su accion

como antihipertensivo, quimiopreventivo y antidiabético.

L-DOPA se utilizada en el mal de Parkinson. Esta enfermedad es causada por un proceso
neurodegenerativo, el cual va afectando al sistema nervioso central. Ademas, se tienen distintos
sintomas como distonia (temblores), discinesia (trastornos del movimiento), bradicinesia
(movimientos lentos), inestabilidad de la postura, rigidez muscular, entre otros. La enfermedad no
es exclusiva en personas de edad avanzada, al igual se ha presentado en menores de 45 afios. Hasta
le fecha se desconoce la causa del padecimiento, asi como su prevencion (Cataldn y Rodriguez del
Alamo, 2016). Floran-Gardufio y Rangel-Baraja (2005) mencionan en su revision, que L-DOPA
actia como el precursor del neurotransmisor catecolamina, su funcion es restaurar a la dopamina
de la degeneracion y muerte de neuronas dopaminérgicas para que el sistema nervioso central se
recupere. Por lo que L-DOPA se prescribe como tratamiento para disminuir los sintomas que
provoca la enfermedad. La medicacion va acompafiada con un inhibidor de la descarboxilasa
periférica como puede ser benserazida o carbidopa, ademas de algun otro farmaco que el paciente
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consuma debido a los trastornos distintos que ocasiona la enfermedad (Miranda et al., 2000). La
planta de haba contiene L-DOPA y fue aislada por primera vez por Marcus Guggenheim en 1913
(Ramirez-Moreno et al., 2015), ademds se conoce que el haba es una de las pocas especies que
sintetiza este fitoquimico (Hu et al., 2015), en cantidades altas. La efectividad de esta especie como
fuente natural de L-DOPA se evidencia con estudios de caso de pacientes enfermos de Parkinson
quienes demuestran que con la ingesta de 250 g de habas hervidas (al menos dos veces al dia),
junto con su medicacion habitual, presenta una reduccidon de espasmos severos y de distonia que
ocasiona la enfermedad (Miranda et al, 2000). Sin embargo, en las plantas de haba se ha
comprobado que el contenido de L-DOPA es 20 veces mayor que en el fruto (Vered et al., 1994).
También Kirakosyan et al. (2004) demuestran con diferentes cultivares de haba, que los contenidos
de L-DOPA en las plantas son 20 — 25 veces mayores que en las semillas, sugiriendo que las vias
metabolicas para su produccion se activan en el desarrollo de la planta (Kirakosyan et al., 2004).
Randhir y Shetty (2003) encontraron que, en plantas de haba de 12, 16 y 20 dias de crecidas, el
contenido mayor de este fitoquimico se presenta a los 16 dias con valores de 16.5 g kg™ de materia
fresca (MF). También reportes recientes mostraron que los contenidos de L-DOPA en plantas de
15 dias después de la germinacion fueron de 13.3 g kg™ MF (Etemadi ef al., 2018) y en las flores
de la planta de haba se presentan cantidades importantes de L-DOPA (27.8 - 63.5 g kg™ MS) (Hu
etal., 2015). De acuerdo a Vered et al. (1994) el consumo de plantas de haba, mostr6 un incremento
de los niveles de L-DOPA en el plasma de pacientes con Parkinson, con mejorias en sus
caracteristicas motoras de manera similar al que se obtiene cuando el paciente consume el

medicamento.

Las isoflavonas son consideradas fitoestrogenos, Ktizova et al. (2019) mencionan que por su
estructura y tamafo molecular se asemejan particularmente con el estrogeno 17 B-estradiol, por lo
que son clasificadas entre los compuestos con mayor actividad estrogénica, siendo daidzeina (7,4’-
dihidroxiisoflavona) y genisteina (7,4’-dihidroxi-6-methoxiisoflavona) las isoflavonas
mayormente consumidas presentes en la soya (Glicine max) y en los productos a base de esta
especie. Estos fitoquimicos son utilizados para disminuir los sintomas ocasionados por la
menopausia, para mejorar enfermedades 6seas (osteoporosis) y como quimiopreventivos en cancer
de prostata y mama (Anderson et al. 1999; Ktizova et al. 2019). Las isoflavonas se sintetizan en el
metabolismo secundario de las plantas, en la ruta metabdlica de los fenilpropanoides (Yu et al.,

2000), siendo la enzima isoflavona sintasa, la que genera el primer paso para la biosintesis (Jung
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et al., 2000). Se encuentran principalmente en la subfamilia de la Fabaceae, la Papilionoideae
(Faboideae) (Mazur y Adlercreutz, 1998), en donde se incluyen especies como Glicine max,
Phaseolus vulgaris, Vicia faba, entre otras. Aunque comunmente la soya es consumida por su alto
contenido en fitoestrogenos, investigaciones han demostrado que en V. faba también se encuentran
las isoflavonas daidzeina y genisteina. Al respecto Kaufman et al. (1997) demuestran que en el
tallo de la planta de haba se pueden encontrar importantes contenidos de isoflavonas, donde
daidzeina fue el metabolito predominante. Kirakosyan et al (2004) hallaron diferencias
significativas entre los contenidos de isoflavonas en plantas de 24 cultivares de haba de diez dias
posteriores a su germinacién, donde el mayor contenido para daidzeina fue de 13.9 mgkg'y 11.6
mg kg! para genisteina; aunque en algunos cultivares no se detecté la presencia de alguno de estos
metabolitos. Por otro lado, el tallo de cultivares mexicanos de haba de entre seis y siete semanas
de emergida la planta se encontraron concentraciones superiores de daidzeina (entre 34.92 - 59.98

mg kg!) (Fuentes-Herrera, 2016).

Puesto que compuestos bioactivos encontrados en V. faba (CFT, FT, L-DOPA y daidzeina) tienen
potencial benéfico para la salud, es relevante continuar con investigaciones para poder
aprovecharlos. Sin embargo, es necesario considerar que los contenidos de fitoquimicos no son
constantes, ya que tienden a variar dependiendo de la etapa de desarrollo de la planta, de la
estructura vegetal utilizada, de las condiciones de crecimiento, de los métodos de procesamiento,
de las variedades o genotipos analizados (Cuadro 2.1). Estas variables son importantes considerar
en la realizacion de investigaciones, para obtener resultados estratégicos que puedan ser utiles para
la produccién de cultivos alimenticios funcionales como lo es V. faba. Que ademés de contener
compuestos bioactivos importante por su efecto funcional en el organismo humano, es una de las
pocas especies que produce L-DOPA (Hu et al., 2015) y contiene fitoestrogenos (isoflavonas) que
particularmente se localizan en la familia de las leguminosas (Fabaceae). Ademas, en los estudios
se debe prestar atencion en especificar el organo y la variacion individual de metabolitos
secundarios, ya que no en todos los tejidos se encuentran las mismas cantidades y a veces
compuestos determinados estan en drganos especificos (Hadacek, 2002). Asi que la investigacion
tuvo como primer objetivo conocer en plantas a los 10, 15 y 20 dias después de la emergencia
(DDE) y en las flores de cuatro variedades mexicanas de haba el contenido y cantidad de
compuestos fenolicos totales (CFT), flavonoides totales (FT), L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-

DOPA) y daidzeina. Ademas de analizar el efecto que tienen estos compuestos de extractos de
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plantas y flores, cuando son evaluados en funcion de la estructura vegetal, la precocidad del cultivar

y en condiciones distintas de crecimiento campo e invernadero.

Cuadro 2.1 Citas de investigaciones en Vicia faba L. y Glicine Max relacionadas con factores que
influyen en los contenidos de los compuestos bioactivos (CB).

Factores
\ Coml?lfestos Flavonoides L-DOPA Isoflavonas
CB fenolicos

Boukhanouf et al. Boukhanouf et al. Hu et al. (2015) Kaufman et al.
Estructura (2016) (2016) (1997)
vegetal/ semilla Boudjou et al. Boudjou et al. Etemadi et al.  Kirakosyan et al.
completa o (2013) (2013) (2018) (2014)
fraccionada Kirakosyan et al.
(2014)

Condiciones de Etemadi et al.  John et al. (2017)
crecimiento (2018) John et al. (2016)
Métodos de Boukhanouf et al. Boukhanouferal.  Etemadi et al.

procesamiento (2016) (2016) (2018)

John et al. (2017)

Boukhanouf et  Boukhanouf et al. Kirakosyan et al. John et al. (2016)

al. (2016) (2016) (2014) Kirakosyan et al.
(2014)

Variedades o
variabilidad
genética

2.2 Materiales y métodos
Material vegetal

Cuatro variedades de habas mexicanas de diferente precocidad donadas por el Instituto de
Investigacion y Capacitacion Agropecuaria Acuicola y Forestal del Estado de México (ICAMEX),

fueron utilizadas en el estudio (Cuadro 2.2).
Siembra del material vegetal bajo condiciones distintas de crecimiento

Las variedades de haba; Rojita, ICAMEX V-31, José Maria y Matlatzintla, se sembraron bajo un
disefio de bloques completos al azar en condiciones distintas de crecimiento (CONC) campo e

invernadero.

La siembra en campo se realiz6 el 20 de febrero del 2018, en la comunidad de San Agustin Calvario

de San Pedro Cholula, Puebla (19° 03’ 03°’ latitud norte, 98° 20° 37° longitud oeste). Un dia antes
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de la siembra se humedeci6 la tierra. Las cuatro variedades fueron sembradas en parcelas de 6 m?
(3 x 2 m), con tres semillas por pala (golpe) a una profundidad aproximada de 5 cm, con una
distancia de 60 cm entre surcos y de 30 cm entre matas. Cada parcela fue una repeticion y se

establecieron tres repeticiones por variedad (Figura2.1 aya’).

Cuadro 2.2 Caracteristicas de las semillas de haba utilizadas en la investigacion.

Variedad Dimensiones (cm) Floracion
L=2.7
Rojita Tardiat
A=1.7
L=1.9
ICAMEX-V31 Precozt+
A=12
L=25
José Maria Tardia
A=1.8
L=1.7
Matlatzintla Precoz
A=1.1

+ Tardia = su floracion se presenta de 75 — 85 dias después de la siembra.
t1Precoz = su floracion se presenta de 35 — 55 dias después de la siembra.
Dimensiones: A= ancho, L= largo

En invernadero, la siembra de las variedades se llevd a cabo en la comunidad de San Agustin
Calvario de San Pedro Cholula, Puebla, dos meses después, el 20 de abril del 2018. Localizado
cerca de donde se realizo la siembra en campo en las coordenadas 19° 03° 00’ latitud norte y 98°
20’ 04>’ longitud oeste. Se sembraron cinco semillas en bolsas de plastico de 35 x 35 cm con 7 kg
de una mezcla de tierra (50 % composta y 50 % suelo de cultivo), a una profundidad de 2 cm. De

cada variedad de haba se tuvieron 3 repeticiones y cada repeticion consto de 10 bolsas de plastico.

50



Un dia antes de la siembra se humedecié el suelo con agua potable. Cuando las semillas
comenzaron a emerger (aproximadamente 7 - 9 dias después de la siembra, dependiendo de la
variedad), la tierra se rego sin exceso para evitar enfermedades, y de esta forma las plantas se

mantuvieron himedas durante su desarrollo (Figura 2.1 by b").

Figura 2.1 Condiciones de siembra de las variedades de haba mexicanas: a) parcelas para siembra
en campo, a’) plantas en campo, b) siembra en invernadero y b’) plantas en
invernadero.

Identificacion, recoleccion y procesamiento del material vegetal

Tanto en campo como en invernadero cuando las plantulas comenzaron a emerger se identificaron
con estambres de colores, de esta manera se establecié y monitoreo el dia de su emergencia.
Posteriormente las plantas se cortaron a los 10, 15y 20 DDE (+ 1 dia). Adicionalmente s6lo de la
condiciéon de campo, en la etapa de floracion, se recolectaron las flores abiertas aproximadamente
alos 57 -70 DDE de la planta (dependiendo de la variedad). Esta se realizo recolectando las flores

por variedad de haba y posteriormente al azar se dividieron las flores en tres grupos para formar
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las repeticiones. De esta manera solo en las flores se evalu6 bajo un disefio experimental

completamente al azar.

El procesamiento del material vegetal consistié en conservarlo por secado mediante liofilizacion,
que es un método de conservacion que seca al alimento mediante el fendmeno de la sublimacion.
El material vegetal fue sometido a congelacion a -80 °C durante 48 h como minimo antes de ser
introducido a la liofilizadora (Labconco, 7400040), la cual cuenta con un Sistema de Liofilizacion
FreeZone® Triad. Dentro de la cdmara, el colector mantuvo una temperatura de -80 °C, la presion
que se establecid para el material vegetal fue de 0.120 - 0.220 mbar con un tiempo de secado de 7
— 16 h, condiciones que dependieron de la edad de la planta y de la estructura vegetal (por su
tamafio). Las muestras ya liofilizadas fueron evaluadas en porcentaje de humedad (% H) con una
termobalanza (OHAUS, MB 45) en donde tuvieron valores entre 7-10 %. El material liofilizado se
pulveriz6 con un molino de granos (KRUPS, GX4100). Se tamiz6 a 500 um con un tamiz de malla
namero 35 (MONTINOX), y se almaceno en frascos (dmbar) a temperatura ambiente. La Figura

2.2 muestra algunas de las imagenes del procesamiento llevado a cabo con el material vegetal.

Recoleccion

cortado y
almacenado

‘ congelacion
en bolsitas

: -80°C

Liofilizado a -80°C
entre 0.120 - 0.220 mbar
tiempo de proceso 7-16 h

Almacenado en
~ - frascos ambar

Figura 2.2 Diagrama del procesamiento realizado con el material vegetal para sus posteriores
determinaciones.
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Calidad de suelo en los experimentos

El andlisis de suelo de los experimentos de campo e invernadero para las especificaciones de
fertilidad, salinidad y clasificacion de suelos, se realizo de acuerdo a la NOM-021-SEMARNAT-
2000.

Descripcion de suelo en campo. El experimento se realizé en un suelo neutro (pH = 7.1) de textura
arena migajosa, el cual tuvo 0.75 % de materia organica, alto contenido de fosforo (P, 62 mg kg™)
y muy alto en hierro (Fe, 60 mg kg™!), con contenidos adecuados de cobre (Cu, 1.28 mg kg™!), zinc
(Zn, 2.30 mg kg'") y manganeso (Mn, 1.18 mg kg™"), contenido medio de magnesio (Mg, 1.75 cmol
kg!) y bajo en potasio (K, 0.28 cmol kg') y calcio (Ca, 3.75 cmol kg!') (Cuadro 2.1A, Anexo).

Descripcion de suelo en invernadero. El experimento se realizo en un suelo fuertemente alcalino
(pH = 8.58) de textura franco arcillosa y con 1.90% de materia organica, alto en nitrégeno (N,
0.37%), fosforo (P, 103 mg kg™), potasio (K, 50 cmol kg!), hierro (Fe, 22.30 mg kg'!'), magnesio
(Mg, 16 cmol kg!) y calcio (Ca, 82 cmol kg!), y muy alto en zinc (Zn, 8.12 mg kg™!), con
concentraciones adecuadas de cobre (Cu, 1.99 mg kg'!') y manganeso (Mn, 5.51 mg kg!) (Cuadro

2.1A, Anexo).
Variables agroambientales

En los dos experimentos de campo e invernadero se colocaron registradores datalogger (HOBO,
HO08-004-02), para medir la temperatura, humedad relativa e intensidad luminosa durante todo el
periodo del experimento. Cada hora se realizaron los registros de temperatura (°C), humedad
relativa (%) e intensidad luminosa (lum sqf™), la cual posteriormente se convirtio en densidad de
flujo de fotones fotosintéticos (DFFF, pmol m™ s1). Las variables agroambientales obtenidas
durante el cultivo en campo de las plantas se aprecian en la Figura 2.3. Las variables
agroambientales en campo e invernadero se promediaron en tres intervalos de tiempo en el dia de
6:00 a 10:00 am, de 11:00 am a 14:00 pm y de 15:00 a 18:00 pm, para conocer el comportamiento
de las variables durante esos intervalos de tiempo en el dia. En el Cuadro 2.3 se presentan las
medias generales de las variables agroambientales en los tres intervalos de tiempo en el dia a los

10, 15 y 20 DDE de la planta de V. faba.
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Figura 2.3 Medias de las variables agroambientales en tres intervalos de tiempo en el dia (7:00 a

10:00 am, 11:00 am a 14:00 pm y 15:00 a 18:00 pm) en la condicién de campo
(izquierda) e invernadero (derecha), durante el crecimiento de las plantas de Vicia faba
L. Temperatura (Tem), humedad relativa (HR) y densidad de flujo de fotones
fotosintéticos (DFFF).
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Cuadro 2.3 Medias generales de las variables agroambientales en tres intervalos de tiempo en el
dia (6:00 a 10:00 am, 11:00 am a 14:00 pm y 15:00 a 18:00 pm), durante el
crecimiento de las plantas de Vicia faba L. a los 10, 15 y 20 dias después de la

emergencia (DDE).
Campo Invernadero
Hora dia DDE TOTAL DDE Total
10 15 20 10 15 20

07:00 a 10:00 14.37 15.22 14.63 14.74 23.72  22.60 22.58 22.97

Tem (°C)  11:00 a 14:00 31.85 32.46 32.34 32.22 36.05 36.87 38.54 37.16
15:00 a 18:00 28.39 28.48 28.92 28.60 35.18 35.00 36.11 35.43

07:00 a 10:00 52.53 26.95 47.35 42.28 60.04 6232 59.81 60.72

HR (%) 11:00 a 14:00 27.56 48.27 26.54 34.12 28.85 28.36 28.62 28.61
15:00 a 18:00 29.66 27.98 27.21 28.28 27.75 2835 28.68 28.26

07:00 a 10:00 145.99 148.57 148.57 147.71 79.43 80.38 82.98 80.93

DFFF

— - 11:00a14:00 193.97 19447 194.74 194.39 122.79 122.78 122.78 122.78
(umol m™s™1)

15:00 a 18:00 184.22 180.99 184.47 183.23 113.59 112.63 114.08 113.44

Tem: Temperatura, HR: Humedad relativa, DFFF: Densidad de flujo de fotones fotosintéticos, DDE: dia
después de la emergencia.

Extraccion de compuestos fenolicos

La extraccion se realizd con base en las pruebas previamente realizadas en el Capitulo I. Para la
extraccion se pesaron 10 mg de polvo de planta de haba y se diluyeron con 10 mL de 100% metanol
(J.T. Baker, 9070-03). La mezcla se homogenizo y se llevd a un bafio ultrasénico durante 30 min
(Auto Sd Science, AS5150B). Posteriormente se centrifug6 a 4,600 g (7000 rpm, rotor de 8.39 cm
de radio) a 4°C (2 min) (HERMLE, Z326K), se extrajo el sobrenadante y el extracto se depositd

en eppendorf para ser almacenados a -20 °C previo a su analisis.
Cuantificacion de compuestos fenolicos totales y flavonoides totales

La determinacioén de compuestos fendlicos totales y flavonoides totales se realizé de acuerdo a las

pruebas previamente realizadas en el Capitulo 1.

Compuestos fendlicos totales. La metodologia empleada se bas6 en Herald et al. (2012) con
modificaciones. Para el andlisis se ocupd el equipo lector multimodo espectral de microplacas

(Thermo Scientific, Varioskan flash) y una microplaca (Costar de 96 pozos de fondo plano de
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polipropileno). Se utilizaron 25 pL. de muestra o estandar, se agregaron 75 puL de agua desionizada
y 25 uL de Folin-Ciocalteu (diluido 1:1 con agua desionizada), se mezcl6 la soluciéon y reposo 6
min en oscuridad a temperatura ambiente (TA). Se afiadieron 100 pL de carbonato de sodio
(NaxCO3) al 7.5% (p/v) disuelto en agua y nuevamente se la solucion mezcld. Posteriormente se
dejo reposar durante 60 min en oscuridad a TA y se leyo a una longitud de onda de 725 nm. Se
utiliz6 como blanco una mezcla de los reactivos y disolventes usados en el analisis, pero sin el
analito, en lugar de este se utilizd agua (25 pL). Para la curva se utilizo el estdndar acido gélico
(Sigma, G7384) diluido en agua. La concentracion de la curva de calibracion fue de 0 — 200 pg
mL!, valores que generaron la siguiente ecuacion de la recta y = 0.0065x + 0. 0.0965 (R? = 0.9985).
El estandar fue analizado por triplicado y la muestra con ocho repeticiones. Los resultados se

expresaron como mg de equivalente de 4cido gélico por gramo de muestra seca (mg EAG g! MS).

Flavonoides totales. El contenido de FT fue determinado de acuerdo a Herald ef al. (2012) con
minimas modificaciones. Para el andlisis se utiliz6 el equipo lector multimodo espectral de
microplacas (Thermo Scientific, Varioskan flash) y una microplaca (Costar de 96 pozos de fondo
plano de polipropileno). A 25 pL. de muestra o estandar, se le agregaron 100 puL de agua desionizada
y 10 uL de nitrito de sodio (NaNO2) al 5%, se mezclo la solucion y se dejo reposar por 5 min a TA.
Posteriormente se afiadieron 15 pL de cloruro de aluminio (AICI;3, disuelto en metanol) al 10%
(p/v), se mezclo la solucion y se dejo reposar por 6 min a TA. Pasado el tiempo se le adicionaron
50 pL de hidroxido de sodio a 1 M (NaOH) y 50 uL de agua desionizada, se mezcla la solucion y
se deja reposar por 30 min en oscuridad a TA. Nuevamente la solucion fue mezclada y se prosiguiod
a la lectura a una longitud de onda de 400 nm. Todas las muestras y el estandar fueron medidos
contra el blanco (mezcla de los reactivos y disolventes usados en el andlisis, pero sin el analito, en
lugar de este se utilizé agua). Quercetina (SIGMA,) diluida en etanol absoluto (J.T. Baker, 9000-
03) fue usado como estandar a diferentes concentraciones de 0 — 500 ug mL™! para la obtencién de
la ecuacion de la recta y = 0.0018x + 0.095 (R? = 0.9992). El estandar fue analizado por triplicado
y las muestras por octuplicado. Los resultados fueron expresados como mg de equivalente de

quercetina por gramo de materia seca (mg EQ g MS).
Extraccion de L-Dopa

La extraccion de L-DOPA se realiz6 con el procedimiento empleado por Garcia (2011), con

algunas modificaciones. Se pesaron 35 mg de polvo de planta de haba y se agregaron 7.5 mL de

56



una solucion de agua, acetonitrilo (ACN) (85:15). La mezcla se homogenizé con un instrumento
de dispersion Ultra-Turrax (IKA, T25 basic S1) a 9,500 rpm durante 5 min. Posteriormente se
centrifugo a 4,600 g (7,000 rpm) por 5 min, 2 mL del sobrenadante se almacenaron durante 24 h a
4°C. Previo al andlisis 1 mL del sobrenadante se filtr6 en un acrodisco de 0.45 um (Celltreat,
229744) y se depositd en un vial &mbar. En la Figura 2.4 se muestran el proceso de extraccion de

L-DOPA.

35 mg muestra
7.5mL

H20/ACN 4
13513 ~ homogenizacion _ .
~ Ultra-Turrax Centrifugacion

9500 rpm (5 min) 4600 g (5 min)

%.280 nm ! ” /
Flujo 1 mL/ min

20°C

1 mL sobrenadante
se filtro con
acrodisco 0.45 um

Figura 2.4 Proceso de extraccion de L-DOPA de tejidos de haba (Vicia faba L.).

Condiciones de corrida del equipo HPLC para analisis de L-DOPA

Las condiciones que se implementaron para el andlisis de L-DOPA fueron de acuerdo a Etemadi
et al. (2018) con algunas modificaciones. Se utilizé un equipo HPLC (Hewlett packard, 1100) con
un detector de arreglo de diodos y una columna LiChrospher 100 RP-18 (5um) (Agilent
Technologies, 250-4). La fase mévil consistié de 0.1 % (v/v) de acido acético glacial (98 %) y
metanol (2 %). La temperatura de la columna fue de 20°C, se inyectaron 5 pL. de muestra, el flujo

fue isocratico de 1 mL min™ y la deteccién fue a 280 nm. La curva de calibracién se realizé con el
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estandar de L-DOPA (Sigma, No. Cat. PHR1271), que se disolvio en la fase movil para realizar
una curva de calibracion de 4 — 400 pg mL!. El tiempo de retencion del estandar fue al minuto
6.24. El andlisis de regresion lineal mostro un coeficiente de determinacién (R?) de 0.9993 (Figura

2.5).

= 1200 -
- a) i b) g
- <1000 4 OH .
" Q NH.
E] HO 2
< 800 OH
=]
2 L-DOPA e
S 600 M
o
z 3] -
< 400 - -
% s
B e y=24004x +2.5675
P 200 o R?=10.9993
0 -
— 0 100 200 300 400

7 1 s 0 T iz S oA s .. -1
v e Concentracion (ug mL™)

Figura 2.5 Cromatograma (a) y curva de calibracion (b) del estandar de L-3,4-dihidroxifenilalanina
(L-DOPA).

Extraccion de isoflavonas

La extraccion se realizd de acuerdo a Wang y Murphy (1994), con algunas modificaciones para
una mejor extraccion. Se pesaron 100 mg de la muestra y se colocaron en un frasco ambar, se
agregd una solucion de 5 mL de acetonitrilo (ACN) (J. T. Baker, 9017) mas 1 mL de HCl etandlico
a 0.5 N con 3 mg de 2,6-Di-ter-butil-4-metilfenol (BHT) (Sigma, B1378). El frasco se tap6 y se
homogenizo durante 2 h a temperatura ambiente. Después se filtré al vacio con papel filtro
(Whatman No. 2, 1002 - 055) en un matraz kitasato. Posteriormente el filtrado se concentr6 a
sequedad en un rotavapor (Heidolph, 4000) a 37 °C y se resuspendi6 con 2 mL de 80 % metanol
grado HPLC (J. T. Baker, 9093) y se almaceno por 24 h en refrigerador a 4°C antes de su analisis.
Previo a su andlisis el extracto se diluyd 1:5 con la fase movil y se filtr6 en un acrodisco de
membrana de PVDF de 0.45 pm (CELLTREAT, 229744) y se depositd en un vial ambar. En la

Figura 2.6 se muestran el proceso de extraccion de las isoflavonas.
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homogenizacion 2 h

100 mg muestra
5mL ACN

1mLHCIO0SN .

Filtracién al vacio
con papel filtro

37°C

A 254 nm
Flujo 1 mL/s
30eC _ Resuspencion

"'g 2 mL 80% CH3OH

Dilucion 1:5 en fase movil .~ Almacenamiento

filtracion en acrodisco

Figura 2.6 Proceso de extraccion de las isoflavonas.

Condiciones de corrida del equipo HPLC para analisis de isoflavonas

Las condiciones utilizadas para el andlisis de isoflavonas fueron de acuerdo a César et al. (2006).
Se utiliz6 el equipo HPLC (Perkin Elmer, 200a) que cuenta con detector de arreglo de diodos. Se
us6 una columna SuperCis (5 um tamano de particula) (ACE Ultra Core, ACE-121-2546). Como
fase movil se utilizoé 0.1% de acido acético glacial y metanol (52:48) (v/v). La temperatura de la
columna fue de 30°C, se inyectaron 10 pL de muestra, el flujo fue isocratico (I mL min') y la
deteccion fue a 254 nm. La curva de calibracion se realizd con el estandar daidzeina (Sigma-
Aldrich, 16587), que se disolvio con 80 % metanol para realizar una curva de calibracion de 0.04
—9.6 ugmL!. El tiempo de retencion del estandar fue al minuto 10.7. El anélisis de regresion lineal

mostro un coeficiente de determinacion (R?) de 0.9985 (Figura 2.7).
Cantidad de compuestos bioactivos en plantas y flores de Vicia faba L.

Para la obtencion de la cantidad de los compuestos bioactivos (CFT, FT, L-DOPA y daidzeina) en
las plantas de 10, 15 y 20 DDE y en las flores obtenidas de los experimentos en campo e
invernadero, la concentracion de cada compuesto bioactivo se expres6 con base en la biomasa en

materia seca (MS) por planta a los diferentes DDE, y con base en la biomasa en MS de 30 flores.
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Figura 2.7 Cromatograma (a) y curva de calibracion del estandar de daidzeina (b).

Analisis estadisticos

Con los resultados de los compuestos bioactivos obtenidos de las plantas y de las flores, se realizo
el analisis de varianza (ANOVA) y prueba de comparacion de medias de Tukey con un nivel de
significancia p < 0.05. Ademas con los resultados de las plantas se determind la asociacion entre
compuestos bioactivos (CFT, FT, L-DOPA, DAD) y variables agroambientales [temperatura
(Tem), humedad relativa (HR) y la densidad de flujo de fotones fotosintéticos (DFFF)] y de suelo
[conductividad eléctrica (CE), materia organica (MO), fosforo (P), nitrogeno (N), textura] con el
analisis multivariable de correlaciones canonicas, con el procedimiento PROC CANCORR del
paquete estadistico SAS version 9 y con el programa SigmaPlot version 14 se realizo el grafico de

los coeficientes de correlacidon estructural.

2.3 Resultados y discusion

Analisis de varianza y comparacion de medias de Tukey de resultados de compuestos

bioactivos obtenidos en plantas de Vicia faba L.

El Cuadro 2.4 muestra los resultados del analisis de varianza de CB en plantas de haba sembradas
en condiciones de campo e invernadero. En donde se aprecia que todos los CB (CFT, FT, L-DOPA
y DAID) tuvieron diferencias altamente significativas (p < 0.01). Los coeficientes de variacion

(CV) de los CB fueron bajos, excepto el de los FT que fue de 19%. Todas las fuentes de variacion;
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variedad (VAR), precocidad (PREC), condicion de crecimiento (CONC), dia después de la
emergencia (DDE) y BLOQUE, mostraron tener diferencias significativas (ya sea, p <0.05 0 p <
0.01) en todos los CB evaluados. Salvo algunas excepciones como, en CFT con la fuente de
variacion PREC, en FT con la fuente de variacion BLOQUE y en L-DOPA con PREC y BLOQUE.
En el caso de las interacciones se puede observar que s6lo en VAR*DDE y VAR*CONC*DDE en
L-DOPA no se encontraron diferencias significativas. Los resultados del coeficiente de
determinaciéon (R?) de cada CB fueron altos (0.69 - 0.99) por lo que el modelo empleado fue

adecuado para los analisis (Cuadro 2.4).

En la comparacion de medias de Tukey por VAR en todos los CB hubo diferencias significativas
(» < 0.05) a excepcion de L-DOPA en donde las variedades ICAMEX-V31-P, Rojita-T,
Matlatzintla-P y José Maria-T no presentaron diferencias, 73.47, 72.92, 69.12 y 68.72 mg g'! MS,
respectivamente. Con relacion a la PREC, las variedades tardias (T) estadisticamente fueron
superiores en contenidos de CFT, FT y L-DOPA respecto a las precoces (P). Mientras que las
variedades P fueron superiores en contenidos de daidzeina a diferencia de las T. Por CONC, campo
(CAM) fue estadisticamente superior en contenidos de todos los CB respecto a los de invernadero.
En DDE se aprecia que a los 10 DDE, los contenidos de CFT (125.52 mg g'! MS), FT (99.65 mg
g'MS) y L-DOPA (82.58 mg g'! MS) fueron superiores y estadisticamente diferentes (p < 0.05) a
los deméas. Mientras que a los 20 DDE la planta de haba, el contenido de DAID (0.330 mg g”! MS)
fue superior en contenidos y estadisticamente diferentes a las demés edades. Con respecto a

BLOQUE solo en CFT y DAID se presentaron diferencias entre los bloques (Cuadro 2.5).
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Cuadro 2.4 Analisis de varianza de contenidos de compuestos bioactivos en plantas de haba de 10, 15 y 20 DDE sembradas en
condiciones de campo e invernadero.

CUADRADOS MEDIOS
Variable  Media (((S/Y) VAR PREC CONC DDE Bloque VAR*CONC VAR*DDE VAR*CONC*DDE
CFT 107.64%* 13.73  7974.31** 256.22™5  1373.68* 19256.13** 1350.73** 2824.34**  2126.84** 559.28%**
FT 89.87** 19 22399.60** 1517.08* 17918.86** 8106.62** 207.71NS  4494.12*%*  1538.47** 7386.30%*
L-DOPA  71.05**  7.65 111.15%* 4.02™  1100.85%* 3140.45** 29,97 247.59%* 41.77°8 48.70™
DAID 0.30** 3.04 0.09%** 0.18%* 3.35%* 0.01%* 0.01** 0.07** 0.76** 0.00%*

C FT; Compuestos fendlicos totales (mg EAG g™ MS), FT; Flavonoides totales (mg EQ g™ MS); L-DOPA; L-3,4-dihidroxifenilalanina (mg g™ MS),
DAID; Daidzeina (mg g™' MS), CV; Coeficiente de variacion, VAR; Variedad, PREC; Precocidad, CONC; Condicion de crecimiento, DDE; Dia
después de la emergencia. NS; No significancia, *p < 0.05; Diferencias significativas, **p < 0.01; Diferencias altamente significativas.
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Cuadro 2.5 Comparacion de medias de Tukey (p < 0.05) de contenidos de compuestos bioactivos
en plantas de Vicia faba L.

CFT FT L-DOPA DAID
(mg EAG g MS) (mgEQg™MS) (mgg™ MS) (mgg™ MS)

Rojita 121.12a 117.184a 72.927a 0.216d
o ICAMEX-V31 114.672a 87.018b 73.471a 0.315b
<
> José Maria 96.355b 67.863b 68.721a 0.288¢
Matlatzintla 98.447b 87.428b 69.122a 0.394a
E) P 108.738a 87.223b 71.29a 0.354a
A T 106.560a 92.523a 70.824a 0.252b
% CAM 110.171a 98.981a 74.970a 0.519a
o
@) INV 105.127b 80.765b 67.150b 0.087b
10 125.528a 99.658a 82.583a 0.278¢
=
g 15 103.971b 91.367b 70.890b 0.301b
20 93.447¢ 78.595¢ 59.707¢ 0.330a
= 1 111.214a 91.498a 71.228a 0.299b
-
8 2 108.903a 90.012a 69.868a 0.328a
]
a 3 102.829b 88.109a 72.084a 0.281c

VAR; Variedad, PREC; Precocidad, CONC; Condiciéon de crecimiento, DDE; Dia después de la
emergencia, CAM; Campo, INV; Invernadero, P; Precoz, T; tardia, CFT; Compuestos fendlicos totales,
FT; Flavonoides totales; L-DOPA; L-3,4-dihidroxifenilalanina, DAID; Daidzeina. Medias con la misma
letra por columna, no son significativamente diferentes.
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Influencia de la condicion de crecimiento en plantas de variedades de Vicia faba L. por

compuesto bioactivo
Compuestos fendlicos totales (CFT)

En CFT por CONC se observaron diferencias significativas (p < 0.05), siendo la condicion de
campo la que presentd en promedio los contenidos més altos (110.17 mg EAG g!' MS) en
comparacion con los de invernadero (105.127 mg EAG g! MS) (Cuadro 2.5). En cada condicién
de crecimiento campo e invernadero hubo diferencias altamente significativas (p < 0.01). En
campo las variedades Rojita-T e ICAMEX-V31-P, tuvieron los contenidos mas altos (123.98 y
124.16 mg EAG g'! MS, respectivamente) y fueron estadisticamente diferentes a las demas (Figura
2.8). En invernadero, en todas las variedades de haba se observo una reduccion del contenido de
CFT, siendo la variedad Rojita-T la que presento los contenidos mas altos (118.26 mg EAG g

MS) y fue estadisticamente diferente a las demas.
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Figura 2.8 Contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) en plantas de cuatro variedades de
Vicia faba L. bajo condiciones distintas de crecimiento; campo (CAM) e invernadero
(INV). Medias con letras distintas por variedad son diferentes de acuerdo a la prueba
de Tukey (p < 0.05). Las barras indican * desviacion estandar (n = 27).

L-3,4-dehidroxifenilalanina (L-DOPA)

La evaluacion de los CFT cuantifica los polifenoles totales presentes en la muestra. En la planta

de haba se sabe que L-DOPA esta presente entre los compuestos fendlicos encontrados,
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fitoquimico que es considerado la piedra angular (Patil ef al., 2013) o el estandar de oro (Nagatsu

y Sawada et al., 2009) en el tratamiento de Parkinson.

Por variedad y CONC en campo e invernadero se aprecia en la Figura 2.9, la media del contenido
de CFT y la media del contenido de L-DOPA encontrado en las plantas. Como se observa,
independientemente de la condicion de crecimiento, L-DOPA representa mas del 60% del
contenido de CFT encontrado en las plantas de haba, esto depende de la variedad. Asi que por su
alto contenido de L-DOPA, V. faba es considerada una de las principales fuentes bioldgicas para

su produccion (Patil et al., 2013).
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Figura 2.9 Contenido de compuestos fendlicos totales (CFT, n = 27) y contenido de L-DOPA (n
= 3) en plantas de cuatro variedades de Vicia faba L. bajo condiciones distintas de
crecimiento; campo (CAM) e invernadero (INV). Medias con letras distintas por
variedad son diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey (p < 0.05).

Cuando se estima el contenido de L-DOPA en plantas de haba por DDE se observa que a los 10
DDE los contenidos son superiores en todas las variedades y suele haber una tendencia
descendente cuando las plantas van madurando (Figura 2.10). Esta misma tendencia descendente
también sucede con los CFT (Anexo 2A, Figura 2.1A). Respecto a L-DOPA en CONC se
observaron diferencias altamente significativas (p < 0.01) en donde campo present6 el contenido
mas alto con una media de 74.97 mg g”! MS (Cuadro 2.5). En campo se observo que las variedades
de haba ICAMEX-V31-P, José Maria-T y Matlatzintla-P, tuvieron diferencias significativas (p <
0.01) por DDE, a diferencia de la variedad Rojita-T que no mostré diferencias (Figura 2.10). En
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el caso de la CONC en invernadero todas las variedades mostraron diferencias significativas (ya

seap <0.01 o p <0.05).
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Figura 2.10 Contenido de L 3,4-dehidroxifenilalanina (L-DOPA) en plantas de cuatro variedades
de Vicia faba L. bajo condiciones distintas de crecimiento; campo (CAM) e
invernadero (INV). Diferencias entre dias después de la emergencia, *p < 0.05;
diferencias significativas, **p < 0.01; diferencias altamente significativas. Las barras
indican * desviacion estandar (n = 3).

Los contenidos altos de L-DOPA en los estados tempranos del desarrollo de la planta se atribuyen
a que la plantula debe protegerse de factores que interfieran para alcanzar su desarrollo. Dado que
este fitoquimico tiene un efecto alelopatico y actia en defensa contra insectos herbivoros, de esta
manera L-DOPA sirve de proteccion en el desarrollo temprano de la planta. Al respecto en un
estudio se evalud la funcion alelopatica del extracto de raices y hojas de Mucuna pruriens en
plantas de lechuga. Se encontr6é que hubo una reduccion en el crecimiento de las plantas, donde su
afectacion principal fue en el crecimiento radicular con un 50 % menor al del control. En el extracto
se identifico a L-DOPA como mayor inhibidor, con una concentracién de 0.5 — 1.5 % en peso
fresco (Fujii et al., 1991). Al igual en el estudio de Sharma (2015) se evidencio el efecto fitotoxico
que tiene L-DOPA en el crecimiento de plantas de arroz (Oriza sativa), ya que tuvo un efecto
inhibitorio en la longitud de la raiz y el brote de las plantas desde que L-DOPA fue agregada al
experimento. Siendo mayor su efecto alelopatico con el aumento de la concentracion del

metabolito, con 1000 uM de L-DOPA hubo una reduccién importante de hasta 53 % en la longitud
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de la raiz, en comparacion con el control, mientras que en la longitud del brote la reduccion fue
del 31%. También se ha documentado que metabolitos como los aminoéacidos no proteicos, como
L-3,4- dihidroxifenilalanina, encontrados en las plantas sirven como mecanismo de defensa contra
insectos herbivoros, ya que el nitrogeno se almacena en una forma que es metabdlicamente
inaccesible para los herbivoros, ademas de que interfiere con el metabolismo de los aminoacidos
de los animales, entre otros efectos toxicos en los insectos (Huang et al., 2011). Wu et al. (2015)
en su estudio evalta el efecto toxico causado por diferentes compuestos fendlicos encontrados en
las plantas (acido galico, 4cido tanico y L-DOPA) en insectos como la mosca de la fruta
(Drosophila), mariposa o gusano de seda (Bombyx mori) y el gusano cogollero (Helicoverpa
armigera). En donde L-DOPA tuvo un afect6 en el crecimiento y desarrollo de las larvas de

Drosophila, y también el desarrollo de H. armiguera fue marcadamente afectado.

En este estudio, en todas las variedades se encontrd que los contenidos mayores de L-DOPA se
presentaron a los 10 DDE, no obstante, en otros estudios como el de Randhir y Shetty (2003)
encontraron que, con la agregacion de elicitores naturales en la semilla de haba como hidrolizados
de proteinas de pescado (HPP), lactoferrina (LF) y extracto de orégano (EO), cuando fueron
evaluadas las plantulas de haba de 12, 16 y 20 dias de crecidas, el contenido de L-DOPA se
incremento. Principalmente a los 16 dias con el elicitor HPP obtuvieron valores de 16.5 mg g™ de
MEF. También reportes recientes mostraron que los contenidos de L-DOPA en plantas de 15 dias
después de la germinacion fueron de 13.3 mg g! MF (Etemadi et al., 2018). El valor obtenido en
el estudio a los 10 DDE en promedio fue de 85.58 mg g' MS (independientemente del tipo de
variedad y condicion de crecimiento), valor que fue superior a lo encontrado por estos
investigadores, posiblemente porque sus resultados fueron evaluados en materia fresca, mientras

que en el estudio se trabajo con los valores en materia seca.

Al evaluar la biomasa de la planta a los 10, 15 y 20 DDE vy la cantidad de L-DOPA por variedad
de haba y CONC, se observa que a los 20 DDE se presenta la cantidad mayor de biomasa en la
planta y a su vez se incrementa la cantidad de L-DOPA (Figura 2.11). Por ejemplo, en la variedad
José Maria (T) de los 10 a los 20 DDE se presenta un incremento en su biomasa de 0.89 a 1.86 g
MS y también se obtiene un increment6 de la cantidad de 73.21 a 113.19 mg de L-DOPA planta’
!, En este estudio, asi como en el de Etemadi et al. (2018), se encontrd que el contenido mayor de
L-DOPA se presentd en plantas jovenes de haba, pero para extraer el contenido mas alto se tiene

que considerar la cantidad de tejido acumulado, ya que estd en funcién tanto del contenido como
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de la biomasa. Asi que por la acumulacioén de biomasa en la planta se encontr6é una mayor cantidad

en plantas de 20 DDE a diferencia de las de 10 DDE.
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Figura 2.11 Biomasa de plantas de Vicia faba L. de 10, 15 y 20 dias después de la emergencia
(DDE) y cantidad de L3,4-dehidroxifenilalanina (L-DOPA) por planta, de cuatro
variedades de V. faba bajo condiciones distintas de crecimiento; campo (CAM) e
invernadero (INV). Biomasa (n =28) (CAMEE, INV 1), cantidad (n=3) (CAM @,
INVO). Las barras indican + desviacion estandar.

Flavonoides totales (FT)

En FT por CONC se observaron diferencias significativas (p < 0.01), siendo la condicién de campo
la que presentd los contenidos mas altos (98.98 mg EQ g! MS) en comparacién con los de
invernadero (Cuadro 2.5). En cada condicién de crecimiento campo e invernadero se obtuvieron
diferencias altamente significativas (p < 0.01). En campo e invernadero la variedad Rojita-T tuvo

los contenidos mas altos (137.50 y 96.86 mg EQ g! MS, respectivamente) y fue estadisticamente
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diferente a las demés (Figura 2.12). La condicion de invernadero presenta una reduccién en
contenidos de FT respecto a la condicion de campo, esta disminucién al parecer depende de la
variedad ya que los contenidos se redujeron 29.56, 10.31 y 30.23% en la variedad Rojita-T,
ICAMEX-V31-P y Jos¢ Maria-T, respectivamente. Mientras que la variedad Matlatzintla-P tuvo

un aumento de 1.59% de FT respecto al contenido en campo (Figura 2.12).
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Figura 2.12 Contenido de flavonoides totales en plantas de cuatro variedades de Vicia faba L. bajo
condiciones distintas de crecimiento. Medias con letras distintas por variedad son

diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey (p <0.05). Las barras indican + desviacion
estandar (n = 27).

La intensidad luminosa pudo haber tenido un efecto en los flavonoides, puesto que en campo se
presentd una radiacion mayor que en invernadero, por ejemplo, de 11:00 a 14:00 h hubo una mayor
DFFF 194.39 umol m™ s™' en campo, mientras que en invernadero la DFFF fue de 122.78 umol m°
2 57! (Cuadro 2.3). Julkunen-Tiitto ef al. (2015) documentan que los flavonoides se bioacumulan
en respuesta al aumento de la radiacion UV. También se documenta que depende de la temporada
o la hora del dia en que incide la radiacion UV, dado que los compuestos de proteccion UV estan
relacionadas con la necesidad de una mayor proteccion alrededor del mediodia. Al igual se ha
demostrado que con base en los niveles de radiacion UV-B que incide en las plantas se pueden

acumular cierto tipo de flavonas que absorben la radiacion UV (Casati y Walbot, 2005).
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Daidzeina

Dentro del grupo de los flavonoides se tienen a las isoflavonas, y en haba se encuentran isoflavonas
como daidzeina (Kaufman et al., 1997; Kirakosyan et al., 2004). En la Figura 2.13 se muestra por
CONC en campo e invernadero la media del contenido de FT, ademas de la media del contenido
de daidzeina encontrado en las plantas, relacion que evidencia la proporcion que corresponde de
daidzeina del total de flavonoiedes en las variedades de V. faba. El contenido de daidzeina
encontrado en las plantas de haba depende tanto de la condiciéon de crecimiento como de la
variedad, se puede apreciar que en invernadero los contenidos de este metabolito fueron
considerablemente menores. Por ejemplo, en la variedad Matlatzintla hubo una reduccion
aproximadamente de siete veces de la condicion de campo a invernadero, de 0.690 a 0.098 mg de

daidzeina g'! MS, respectivamente (Figura 2.13).
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Figura 2.13 Contenido de flavonoides totales (FT, n = 27) y contenido de Daidzeina (DAID, n =
3) en plantas de cuatro variedades de Vicia faba L. bajo condiciones distintas de
crecimiento. Medias con letras distintas por variedad son diferentes de acuerdo a la
prueba de Tukey (p <0.05).

Daidzeina es considerado un fitoestrogeno por tener una estructura quimica similar al estrogeno
B-estradiol (Ktizova et al., 2019). El cual es utilizado para reducir los sintomas climatéricos de la
mujer, ademas de que se ha demostrado su efectividad en reducir el cancer de mama y de prostata

y en evitar enfermedades 6seas (Anderson et al., 1999; Ktizova et al., 2019).
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El contenido de daidzeina por CONC presentd diferencias altamente significativas (p < 0.01) en
donde campo tuvo un contenido superior (aproximadamente 6 veces mas) con una media de 0.519
mg g' MS a lo encontrado en invernadero (Cuadro 2.5). En campo, cuando se evaltia por DDE, se
observo una tendencia ascendente de los 10 a los 20 DDE en las variedades Rojita-T, ICAMEX-
V31-P y José Maria-T. En contraste a lo obtenido con los FT que al evaluar las plantas en los
diferentes dias de emergencia presentaron una tendencia descendente (Anexo 2A, Figura 2.2A).
Mientras que en la variedad Matlatzintla-P no present6 esta tendencia (Figura 2.14). Ademas de
que solo las variedades Rojita-T y José Maria-T tuvieron diferencias significativas (p < 0.05). En
invernadero el comportamiento de las variedades fue diferente, ya que no presentan alguna
tendencia, ademés de que solo la variedad Matlatzintla-P fue estadisticamente diferencias (p <
0.05) en DDE. En ambas CONC se aprecia que las variedades precoces (ICAMEX-V31-P y
Matlatzintla-P) presentaron contenidos mas altos que en las variedades tardias (Rojita-T y José

Maria-T) (Figura 2.14).
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Figura 2.14 Contenido de daidzeina en plantas de cuatro variedades de Vicia faba L. bajo
condiciones distintas de crecimiento. Diferencias entre dias después de la emergencia
(DDE), *p < 0.05; diferencias significativas. Las barras indican + desviacion estandar
(n=73).

Al evaluar la biomasa de la planta a los 10, 15 y 20 DDE vy la cantidad de daidzeina, por variedad
y CONC, se detecta que a los 20 DDE se presenté mayor acumulacion de biomasa en la planta y

a su vez se increment6 la cantidad de daidzeina (Figura 2.15).
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Entre las variedades de haba, la biomasa obtenida de las plantas vari6 entre campo e invernadero.

Una tendencia similar se observéd con la cantidad de daidzeina, ya que entre variedades y por

CONC las cantidades variaron, siendo muy evidente la reduccion de la cantidad de daidzeina en

invernadero en comparacion con campo. Como fue en el caso de la variedad Matlatzintla-P,

cultivada en campo, en donde de los 10 a los 20 DDE la planta presenta un incremento en su

biomasa de 0.77 a 1.34 g MS, respectivamente. Mientras que la biomasa de plantas de invernadero

fue de 0.37 a 0.92 g MS, respectivamente. A su vez, la cantidad se incrementd en campo de 0.52

a 0.88 mg de daidzeina planta! MS, respectivamente, y en invernadero su incremento fue casi nulo

de 0.03 a 0.07 mg de daidzeina planta’ MS. Asi que la cantidad de daidzeina en las plantas de

haba crecidas en invernadero se redujo considerablemente (Figura 2.15).
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Figura 2.15 Biomasa de plantas de Vicia faba L. de 10, 15 y 20 dias después de la emergencia
(DDE) y cantidad de daidzeina por planta, de cuatro variedades de V. faba bajo
condiciones distintas de crecimiento; campo (CAM) e invernadero (INV). Biomasa (n
=28) (CAM m,INV O), cantidad (n = 3) (CAM @, INVO). Las barras indican +
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Analisis de varianza y comparacion de medias de Tukey de resultados de compuestos

bioactivos obtenidos en flores de variedades de Vicia faba L.

Los resultados del andlisis de varianza de CB en flores de variedades de haba obtenidas en
condiciones de campo, muestran que todos los CB (CFT, FT, L-DOPA y DAID) tuvieron
diferencias altamente significativas (p < 0.01). Los CV de todos los CB tuvieron valores bajos,
menores de 8 %. Las fuentes de variacion VAR y PREC mostraron diferencias altamente
significativas (p < 0.01) en todos los CB evaluados en las flores de las variedades de haba, excepto
FT que no mostro diferencias significativas en PREC. Los resultados del R* de los CB fueron altos

por lo que el modelo es adecuado para explicar las variables (Cuadro 2.6).

Cuadro 2.6 Analisis de varianza del contenido de compuestos bioactivos en flores de haba
sembradas en condiciones de campo.

Cuadrados medios
Variable Media C.V. (%) VAR PREC R?

CFT 162.01** 3.72 801.14%** 759.51**  0.925
(mg EAG g™ MS)

FT 165.74%* 4.67 755.20%* 54.12NS  0.846
(mg EQ g' MS)

L-DOPA 92.13%* 7.89 285.78%* 274.79%*  0.749
(mg g™' MS)
DAID 0.458%%* 7.77 19315.08%*  43527.68** 0.919
(mg g™ MS)

CFT; Compuestos fenolicos totales, FT; Flavonoides totales; L-DOPA; L-3,4-dihidroxifenilalanina,
DAID; Daidzeina, CV.; Coeficiente de variacion, VAR; Variedad, PREC; Precocidad, CONC;
Condicion de crecimiento, DDE; Dia después de la emergencia. NS; No significancia, *p < 0.05;
Diferencias significativas, **p < 0.01; Diferencias altamente significativas.

La comparacion de medias de Tukey por VAR mostré que todos los CB (CFT, FT, L-DOPA y
DAID) tuvieron diferencias significativas (p < 0.05) (Cuadro 2.7). En donde las flores de la
variedad Rojita-T presentaron los contenidos mas altos de CFT (177.7 mg EAG g! MS), FT
(183.12mg EQ g' MS) y L-DOPA (102.1 mg g”! MS) y fue estadisticamente diferente a las demas,

excepto con FT (183.12 mg EQ g! MS) que no present6 diferencia significativa con la variedad
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ICAMEX-V31-P (175.27 mg EQ g! MS). Mientras que DAID se presentd mayoritariamente con
las flores de la variedad ICAMEX-V31-P (0.519 mg g' MS) y fue estadisticamente diferente a las
demas (p < 0.05). Los valores mas bajos de CB entre las diferentes variedades de haba se
presentaron en las flores de la variedad Matlatzintla-P en CFT (139.4 mg EAG g! MS), FT (151.96
mg EQ g MS) y en L-DOPA (79 mg g MS), y en las flores de la variedad José Maria-T en DAID
(0.349 mg g MS). En la Figura 2.16 A se presenta graficamente la concentracion de CB en flores

de las diferentes variedades de haba.

Con relacion a la PREC se observa que todos los CB mostraron diferencias significativas (p <
0.05) a excepcion de FT, donde las flores de las variedades tardias presentaron los contenidos mas
altos de CFT, FT y L-DOPA, y las flores de las variedades precoces mostraron los contenidos mas

altos de DAID (Cuadro 2.7).

Para evitar generalizar cantidades de compuestos en la planta de alguna especie, es importante
especificar el 6rgano y la variacion individual de metabolitos secundarios, ya que no en todos los
tejidos se encuentran las mismas cantidades y a veces compuestos determinados estan en 6rganos
especificos (Hadacek, 2002). Es por ello que en este trabajo se quiso conocer las cantidades de CB
presentes en diferentes etapas del desarrollo de la planta de haba. De esta manera con los resultados
obtenidos se pudo demostrar que las plantas, independientemente del dia de la emergencia (10, 15
y 20 DDE) y la variedad, tuvieron contenidos menores de todos los CB en comparacion con las

flores.

La variedad Rojita-T tuvo los contenidos mas altos de L-DOPA (102.13 g kg' MS) en las flores,
dicho contenido fue superior al obtenido en flores liofilizadas de plantas de haba de diferentes
tonalidades de color comunes y poco frecuentes (rosa con lineas moradas y puntos negros, blanco

puro, marrén y carmesi) que tuvieron valores de entre 27.8 - 63.5 g kg'' MS (Hu et al,, 2015).

Las flores de la variedad Rojita-T tuvieron la cantidad mas alta de todos los CB, con base en la
MS de 30 flores: CFT (141.26 mg), FT (145.86 mg) y L-DOPA (81.35 mg), excepto para DAID
que fue la variedad ICAMEX-V31-P, la que tuvo el contenido mayor (0.3853 mg) (Figura 2.16
B). La cantidad y comparacion de medias de Tukey (p < 0.05) de los demas CB se presentan en el

Anexo 2A en el Cuadro 2.4A y el Cuadro 2.5A, respectivamente.
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Cuadro 2.7 Comparacion de medias de Tukey (p < 0.05) de contenidos de compuestos bioactivos
en flores de Vicia faba L.

CFT FT
(mg EAG g' (mgEQ¢g" L-DOPA DAID
MS) MS) (mg g"' MS) (mg g™ MS)
Rojita 177.7a 183.12a 102.1a 0.447c
% ICAMEX-V31 168.7b 175.27a 96.0b 0.519a
> José Maria 162.2¢ 152.61b 92.0c 0.349d
Matlatzintla 139.4d 151.96b 79.0d 0.518b
E Precoz 154.0b 163.62a 87.52b 0.518a
Tardia 170.0a 167.86a 97.09a 0.398b

VAR; Variedad, PREC; Precocidad, CFT; Compuestos fenolicos totales, FT; Flavonoides totales; L-
DOPA; L-3,4-dihidroxifenilalanina, DAID; Daidzeina. Medias con la misma letra por columna, no son
significativamente diferentes.

Con respecto a la cantidad de L-DOPA en las variedades, con base en la MS de 30 flores se
presentod en el siguiente orden: Rojita-T (81.35 mg), ICAMEX-V31-P (71.16 mg), José Maria-T
(67.69 mg) y Matlatzintla-P (53.61 mg) (Figura 2.16 B). Con base en el contenido alto de este
metabolito, las flores de haba podrian utilizarse como tratamiento natural para los enfermos de
Parkinson, aunado a los demas CB que se encuentran presentes en las flores y pueden tener varias
aplicaciones medicinales, como en el caso de las flores medicinales silvestres utilizadas

tradicionalmente en la Peninsula Ibérica (Barros et al., 2012).
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Figura 2.16 Concentracion (A) y cantidad (B) de compuestos bioactivos (CB) en flores de cuatro
variedades de Vicia faba L. sembradas en campo. T; plantas tardias, P; plantas
precoces, CFT; Compuestos fenolicos totales (determinados en mg de equivalente de
dcido galico (EAG) g! MS), FT; Flavonoides totales (determinados en mg de
equivalente de quercetina (EQ) g ' MS); L-DOPA; L-3,4-dihidroxifenilalanina,

DAID; Daidzeina. Las barras indican + desviacion estandar (n = 3).
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Relacion entre variables agroambientales y compuestos bioactivos

El andlisis de correlaciones canonicas (ACC) es un modelo estadistico multivariante que predice
simultaneamente las relaciones entre multiples variables dependientes a partir de multiples
variables independientes. La técnica es descriptiva, aunque puede también ser utilizada para fines
predictivos (Hair et al., 2007). Pérez et al. (2006) predijeron la calidad de la semilla de maiz (Zea
mays) a partir de variables de calidad fisica y fisiologica con el analisis de correlaciones canonicas,
o en el trabajo de Ibarra-Cantin et al. (2018) en donde se identifico la relacién existente entre
variables agroambientales y el contenido de fitoquimicos en la vainilla (Vanilla planifolia). Asi
que con el ACC se quiso conocer la asociacion entre variables de compuestos bioactivos (CFT,
FT, L-DOPA, DAID) y variables agroambientales [temperatura (Tem), humedad relativa (HR) y
la densidad de flujo de fotones fotosintéticos (DFFF)] y de suelo [conductividad eléctrica (CE),
materia organica (MO), fosforo (P), nitrogeno (N), textura] (2.2 del Capitulo II, en los subtitulos:

Andlisis de suelo y Variables agroambientales).

Respecto a las variables agroambientales en campo e invernadero para el ACC fueron considerados
los tres intervalos de tiempo en el dia (de 6:00 a 10:00 am, de 11:00 am a 14:00 pm y de 15:00 a
18:00 pm), y se consideraron todas las variables (TEM, HR, DFFF). Sin embargo, las variables de
suelo no todas fueron consideradas, ya que CE, MO, N y textura se excluyeron por su colinealidad
con P, de esta manera la interpretacion del andlisis fue mas apropiada (Pérez et al. 2006; Hair et

al., 2007).
Obtencion de las funciones candnicas

El andlisis de correlaciones candnicas mostro que la primera y segunda funcién candnica, a
diferencia de la funcién tres y cuatro, dieron una correlacién alta (0.93 y 0.77) con un r’= 0.87 y
0.60 respectivamente, y con un nivel de significancia estadistica alto (p < 0.0001) entre los
pardmetros agroambientales y de suelo, y el contenido de compuestos bioactivos en la planta de
V. faba en cada condicion de crecimiento (Cuadro 2.8). Los contrastes multivariantes de las
funciones canonicas (Lambda de Wilks, Traza de Pillai, Traza de Hotelling y la mayor raiz de

Roy) mostraron tener significancia estadisticamente alta (p < 0.0001) (Cuadro 2.8).
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Cuadro 2.8 Analisis de correlaciones canonicas que relaciona variables agroambientales y de
suelo con compuestos bioactivos encontrados en plantas de Vicia faba L.

Funcién Correlacion
Canénica candnica r? canénica Estadistico F Probabilidad
1 0.933 0.871 20.63 <0.0001
2 0.771 0.595 8.58 <0.0001
3 0.240 0.058 1.04 0.391
4 0.050 0.003 0.17 0.683
Estadistico F
Estadistico Valor aproximado Probabilidad
Lambda de Wilks 0.049 20.63 <0.0001
Traza de Pillai 1.526 10.34 <0.0001
Traza de Hotelling 8.292 32.67 <0.0001
Raiz de Roy 6.757 113.19 < 0.0001

De acuerdo al célculo del indice de redundancia (Anexo 2.6A) los valores tedricos de la primera
funcion canodnica, muestra que son importantes (0.649 y 0.290). Mientras que la segunda funcion
candnica presentd indices de redundancia bajos (Cuadro 2.9). Por lo que la primera funcion
candnica explica significativamente una gran parte de la varianza a diferencia de la segunda

funcion.

Cuadro 2.9 Indices de redundancia para la primera y segunda funcién candnica

Carga
Carga p media p
. media ) Indice de ) Indice de
Variables r . elevada r .
elevada al redundancia al redundancia
cuadrado
cuadrado
Primera funcion Segunda funcion
Agroambientales y 0.745 0.871 0.649 0.030 0.595 0.018
de suelo
Compuestos 0.332 0.871 0.290 0.316 0.595 0.188
bioactivos

Con base en la significancia estadistica, los contrastes de significancia y al analisis de redundancia,

se acepta la primera y segunda funcién candnica en donde la primera explica el 57.06 % de la
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varianza y la segunda el 38.99 % de la varianza (Figura 2.17). Para la interpretacion de los valores
teoricos candnico se utilizé el calculo de las cargas cruzadas canonicas (Anexo 2.7A), ya que
proporcionan una medida mas directa de las relaciones entre las variables dependientes e
independientes (Badii et al., 2007; Hair et al., 2007). En donde la interpretacion del plano de las
dos primeras dimensiones (Cruz-Cano y Mei-Ling, 2014), present6 que las dos primeras funciones
del andlisis de correlaciones candnicas explicaron 96.05 % de la varianza total. Ademas, se muestra
que los valores tedricos de las cargas cruzadas candnicas de las variables agroambientales y de
suelo y los compuestos bioactivos, muestran una correlacion positiva fuerte entre DFFF y DAID.
Por lo que, a mayor densidad de flujo de fotones, mayor contenido de daidzeina. Mientras que
Tem y P presenta una correlacion negativa fuerte con DAID y L-DOPA, asi que estas variables
tienen una correlacion inversa con estos dos compuestos bioactivos, ya que a mayor contenido de

fosforo y mayor temperatura menor contenido de DAID y L-DOPA (Figura 2.17).

Los resultados obtenidos con el ACC coinciden con los resultados obtenidos en el estudio ya que
DAID presenta mayor contenido en las plantas que se desarrollaron en campo, en donde se presenta
una intensidad de luz mayor en comparaciéon con invernadero, que tuvo una reduccion de la
trasmision de luz al cultivo por contar con una cubierta de plastico de 20 % de sombreo (720 galgas
(180 micras de espesor). Mientras que con una temperatura alta y mayor contenido de fosforo en

el suelo hay una disminucion de L-DOPA, como lo que se obtuvo en invernadero.

En el caso de la variable HR no present6 alguna correlacion con los CB, asi como se demostr6 con
la producciéon de compuestos fendlicos totales en la especie Vanilla planifolia. En donde también
como en este trabajo, se cuantificaron algunos fitoquimicos en las estructuras de la especie en dos

condiciones distintas de cultivos (Ibarra-Cantun et al., 2018).

Como en el trabajo de John et al. (2017), este estudio evidencia la importancia de analizar la
influencia de las condiciones de crecimiento de V. faba en la composicion del contenido de
compuestos bioactivos, dado que proporciona una mejor comprension de donde crecer el material

vegetal para obtener mayor valor agregado.
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Figura 2.17 Representacion grafica de los valores tedricos de las cargas cruzadas candnicas de las
dos primeras funciones en la interaccion de variables agroambientales y de suelo (@) y
compuestos bioactivos (@) de las plantas de Vicia faba L. Temperatura (Tem), humedad
relativa (HR), densidad de flujo de fotones (DFFF), fosforo (P), compuestos fendlicos
totales (CFT), flavonoides totales (FT), L-3,4 dehidroxifenilalanina (L-DOPA) y
daidzeina (DAID).

Los resultados en el estudio evidenciaron en qué etapa del desarrollo de la planta o en que tejido
se encuentren los contenidos mayores de compuestos fendlicos totales, flavonoides totales, L-
DOPA y daidzeina. Ademas, demostrd bajo qué condiciones agroambientales se pueden obtener,
que cantidades se pueden encontrar, para que estos tejidos puedan ser aprovechados para la
obtencion de compuestos bioactivos y su uso en la prevencion y/o tratamiento de enfermedades,

como en la enfermedad de Parkinson.
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2.4 Conclusiones

Las variedades de haba mexicanas Rojita, [CAMEX-V31, Jos¢é Maria y Matlatzintla mostraron
tener diferencias significativas (p < 0.05 o p < 0.01) por variedad, precocidad, condicién de

crecimiento y por edad de la planta, en los compuestos bioactivos analizados.

Las plantas a los 10 dias después de la emergencia (DDE) en promedio mostraron los contenidos
més altos de CFT (125.52 mg EQAG g ! MS), FT (99.65 mg EQ g! MS) y L-DOPA (82.58 mg g
' MS), mientras que las de 20 DDE presentaron en promedio los contenidos mayores de DAID
(0.330 mg EQ g'! MS). Las flores tuvieron en promedio los contenidos mas altos de todos los CB
(CFT: 162.01 mg EAG g' MS, FT:165.74 mg EQ g' MS, L-DOPA: 92.13 mg g' MS, DAID:
0.458 mg g! MS) a diferencia de las plantas, sin embargo, la cantidad mas alta de los CB se
presentd en las plantas de 20 DDE crecidas en campo (CFT:146.80, FT: 141.35, L-DOPA: 108.31
y DAID: 0.833 mg planta’ MS). Las plantas cosechadas en campo presentaron contenidos

mayores de todos los CB en comparacion con las plantas cosechadas en invernadero.

La acumulacién de CFT y L-DOPA no present6 diferencias en las plantas de las variedades de
haba evaluadas en relacion con su precocidad. En contraste, las variedades tardias (Rojita y José
Maria) presentaron el contenido mayor de FT, y las variedades precoces (ICAMEX-V31 y

Matlatzintla) tuvieron el contenido més alto de DAID.

El andlisis de correlaciones candnicas demostrd que las variables agroambientales tuvieron un
efecto en los contenidos de los compuestos bioactivos, en donde la luminosidad tuvo una
correlacion positiva fuerte con DAID, mientras que temperatura y fosforo tuvieron una correlacion

inversa con DAID y L-DOPA.

Plantas de 20 DDE crecidas en campo podrian ser aprovechadas para la obtencion de CB,
principalmente aquellos compuestos que tienen un efecto importante como L-DOPA para el mal

de Parkinson y DAID para la prevencion de algunos tipos de cancer.
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CAPITULO III: EVALUACION ECONOMICA DE UNA INNOVACION
TECNOLOGICA PARA EL CULTIVO DE HABA

Resumen

En el cultivo de haba comtinmente solo el fruto fresco o seco se consumen. Sin embargo, en la
planta se encuentran compuestos bioactivos importantes para la prevencion y/o disminucion de
padecimientos. En México, la produccion y el consumo de haba son bajos, para incrementarlos es
necesario incorporar una innovacion tecnologica. El objetivo fue evaluar econdmicamente la
produccion de la planta de haba y realizar un analisis comparativo con la produccion de haba verde,
mediante la estimacion de costos de produccion y rentabilidad. Se realizd una investigacion
descriptiva y cuantitativa en dos localidades del municipio de San Pedro Cholula, Puebla, México.
Bajo la técnica bola de nieve se selecciono a productores, a quienes se les aplicd una entrevista
semiestructurada. El andlisis descriptivo sobre produccion, labores y venta de haba se realizé con
el paquete estadistico SPSS. Para el andlisis de rentabilidad privada se generaron presupuestos
privados que permitieron estimar los costos, ingresos y ganancias de la produccion de haba y planta
de haba. La ganancia que perciben los productores por el cultivo de haba verde es minima. El
ingreso depende del mercado destino y la modalidad de venta. El andlisis mostr6 que los costos de
produccion de haba verde se incrementan proporcionalmente a la superficie cultivada de Y4 a 1 ha.
Los productores con 1 ha registraron una mayor rentabilidad con la venta de haba verde al menudeo
y mayoreo. Mientras que los productores de ' ha incurren en pérdidas cuando la venta es a
mayoreo. Con la propuesta del cultivo de plantas de 20 dias después de la emergencia, los
productores mencionaron que los costos se reducirian considerablemente, porque los insumos y el
nimero de jornales disminuirian. Con base en los costos de produccion de la superficie cultivada
y la densidad de plantas, se obtuvo el precio estimado de venta de la planta, que registré 70% de
ganancia. La ganancia privada aument6 104, 53 y 35% en %, /2 y 1 ha respectivamente, en relacion
a la venta a mayoreo de haba verde. La innovacién tecnologica del cultivo de planta de haba es

una alternativa para mejorar los ingresos de las familias productoras.

Palabras claves: Costo de produccion, innovacion tecnoldgica, planta de haba, produccion,

rentabilidad.
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Abstract

In fava bean cultivation, only the fresh or dried fruit are commonly consumed. However, the plant
contains important bioactive compounds for the prevention and/or reduction of diseases. In
Mexico, broad bean production and consumption are low; to increase them it is necessary to
incorporate a technological innovation. The objective was to evaluate the production of the bean
plant economically and perform a comparative analysis with the green broad bean production, by
estimating production costs and profitability. A descriptive and quantitative research was carried
out in two localities of the municipality of San Pedro Cholula, Puebla, Mexico. Under the snowball
technique, producers were selected, to whom a semi-structured interview was applied. The
descriptive analysis of broad bean production, labor and sale was carried out with the SPSS
statistical package. For the private profitability analysis, private budgets were generated that
allowed estimating the costs, income and profits of the broad bean production and the fava bean
plant. The profit that producers receive from growing green broad beans is minimal. The income
depends on the destination market and the method of sale. The analysis showed that the costs of
green broad bean production increase proportionally to the cultivated area from ' to 1 ha.
Producers with 1 ha recorded higher returns by selling green broad beans to the retail and
wholesale. Whereas 4 ha producers incur losses when the sale is wholesale. With the proposal of
growing plants 20 days after emergence, growers mentioned that the costs would be substantially
reduced because the number of inputs and wages decrease. By proposing the cultivation of plants
20 days after the emergency, the producers mentioned that costs would be reduced considerably,
because inputs and the number of wages would decrease. Based on the production costs of the
cultivated area and the density of plants, the estimated sale price of the plant was obtained, which
registered a 70% profit. Technological innovation of growing fava bean plants is an alternative for

improving the income of producer’s families.

Keywords: Fava bean plant, profitability, production, production cost, technological innovation.

3.1 Introduccion

En México la agricultura es un sector productivo importante, ya que practicamente toda la
produccion de alimentos proviene del sector primario, es una actividad fundamental en el medio

rural, en el que habita aproximadamente 37 % de la poblacién nacional (CEDRSSA, 2014). En
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2018, el valor total de la produccion nacional de los cultivos fue de US $ 32, 196, 201.35, en donde
la suma de haba (Vicia faba L.) verde y haba grano aportaron al PIB agricola 0.13 % (US § 44,
149.77) (SIAP, 2018). La importancia de esta leguminosa para las regiones productoras, entre otras
cosas, radica, por ejemplo, en que suele usarse principalmente para la venta y para el consumo en
distintos platillos tipicos en algunos municipios de los estados de Tlaxcala y Puebla (Jordan-
Aguilar et al., 2019; Fuentes-Herrera et al., 2020). También en que es considerada una fuente rica

nutricionalmente por la poblacion.

Recientemente el papel de las leguminosas en la nutricion esta retomando interés, por su contenido
alto en proteinas que pueden suplir parcialmente el consumo de la carne (Multari ez al., 2015; R66s
et al, 2018). Ademas, son una fuente importante de fibra dietética, contienen carbohidratos;
algunos con propiedades prebidticas como los oligosacdridos que ayudan a reforzar el sistema
inmune, también proveen de vitaminas del grupo B, minerales esenciales, son bajas en sodio, no
contienen colesterol e importantes compuestos bioactivos (Cuadro 3.1). Estos compuestos
proporcionan nutricion y beneficios al consumidor porque pueden prevenir la incidencia de
enfermedades como la diabetes, enfermedades cardiovasculares, cierto tipo de cancer, entre otras
(Olmedilla et al., 2010; Maphosa y Jideani, 2017). Estos aspectos los retomaron recientemente
Prabhu et al. (2018), quienes realizaron una revision en la que resaltan ampliamente las
propiedades nutricionales y medicinales de V. faba., con lo cual extienden sus aplicaciones futuras

en la potencial utilizacion en la medicina y la agricultura.

En México existe escasa informacion sobre el consumo per cdpita de haba. De acuerdo con un
estudio de produccion de haba en el pais, se estimd que en el afio de 1925 el consumo per capita
erade 0.957 kg, y para el afio de 1989 descendi6 alrededor de 42 % (0.552 kg). En 1999 el consumo
aparente de haba verde y haba seca fue de 0.577 kg (ASERCA, 2001).

En el 2013, Orozco et al. registraron un consumo per cdpita de haba de 0.522 kg, en la actualidad
no hay un referente de consumo de haba per cépita, no obstante, los datos anteriores demuestran
que el consumo es bajo en comparacion con el consumo de otras leguminosas, y muy posiblemente

hoy en dia continte asi.
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Cuadro 3.1 Contenido nutricional y posibles beneficios de las leguminosas.

Nutriente

Contenidos y/o

Beneficios en la salud

especificaciones
Contienen de entre 20 —45 %
de este macronutriente, siendo
la soya y lupinos las La proteina de leguminosas contribuye
. leguminosas con los a la reduccion de la baja densidad
Proteinas . . . f .
contenidos mas altos. Entre lipoproteinas, un factor conocido en el
las proteinas abundan las desarrollo de enfermedades coronarias.
globulinas, albiiminas y
glutelinas.
Tienen contenidos de
aminoacidos azufrados bajos  Los aminoacidos bajos en azufre
(metionina, cisteina y pueden mejorar la retencion de calcio
Aminoacidos triptofano), pero contienen en comparacion con las proteinas de
lisina en cantidades superiores origen animal con alto contenido de
a las que se encuentran en los  azufre.
granos de cereales.
Las fibras solubles forman geles
@ Contienen alrededor del 60 %, V1S€0SOS en el intestino y a.f’ectan
% entre estos se encuentra el principalmente a la absorcion de
= almidén que es digerido glucosa y grasa.
= i6 .
g Carbohidratos lentamente en comparacién Las fibras insolubles aumentan el
5 con,los cereales y los volumen fecal, tienen un efecto
g tubftrCI.ﬂOS, por 10. que tienen  gaciante al incrementar el tiempo de
un indice glucémico bajo para  y4ciado gastrico y ademas disminuyen
el control de la glucosa. el tiempo de transito intestinal, lo que
favorece un efecto anticarcinogénico.
Su contenido en fibra es muy .
. o Previene enfermedades como la
Fibra alto, de entre 5 —37 % en . .. ,
N . diabetes, complicaciones del corazon,
dietética donde se incluye a la fibra . .
. cancer de colon.
soluble e insoluble.
El indice glucémico de las legumbres
es bajo y esto contribuye de forma
.., beneficiosa al control de la glucemia
.y Excelentes fuentes de almidon . 2 glucem: )
Almidon Y R postprandial y el metabolismo lipidico;
. de digestion y asimilacion .
resistente por lo que son adecuadas en la dieta de

lenta.

los diabéticos. Aumenta la saciedad y
facilitan el control de la ingesta
alimentaria.
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Cuadro 3.1 Continuacién.

. nteni .
Nutriente Co " d(? v/o Beneficios en la salud
especificaciones
Tienen propiedades prebidticas;
Como los a-oligosacaridos en  estimula de forma beneficiosa el
Oligosacaridos donde incluyen a rafinosa, crecimiento y la actividad de
" estaquiosa y verbascosa. bifidobacterias y lactobacilos en el
f‘é colon humano.
D
E No contienen colesterol y es
b= Grasas . y
= baja en grasa
(=]
P
S Contienen acidos grasos mono
= y poliinsaturados entre estos,  Ayudan a reducir el colesterol de baja
Acidos grasos el acido esencial omega-6 densidad (LDL) y aumenta el colesterol
acido linoléico y el Omega-3  de alta densidad (HDL).
alfa acido linolénico.
.. El folato es un nutriente esencial,
Vitaminas del grupo B como .
o L reduce el riesgo de defectos del tubo
Vitaminas el folato, tiamina y . . ,
. ; neural como la espina bifida en bebés
riboflavina. ., .
recién nacidos.
wn
D . . ~
= Estos micronutrientes desempefian
D . . . ;.
= importantes funciones fisioldgicas,
N I3 L
= . . . como la salud 6sea, la actividad
g Contiene minerales esenciales o ) .
e . . . enzimatica y el metabolismo del hierro,
13 . como zinc, hierro, calcio, . .
= Minerales . el metabolismo de los carbohidratos y
= selenio, fosforo, cobre,

potasio, magnesio y cromo.

los lipidos, la sintesis de hemoglobina y
la actividad antioxidante, la sintesis de
proteinas y la estabilizacion de la
membrana plasmatica.

Elaboracion propia con informacion tomada de Olmedilla et al. (2010) y Maphosa y Jideani (2017).

En el territorio mexicano de los 1.91 millones de hectareas que se cultivan de leguminosas, que
comprenden al frijol (87.61 %), garbanzo (10.16 %), haba (1.72 %), lenteja (0.42 %) y alverjon
(0.07 %) (SIAP, 2018). El frijol es el que mayormente se consume con entre 8.4 kg (FIRA, 2016)
y 10.1 kg per cdpita (Gaucin, 2019), datos que generan una media de 9.2 kg per capita de consumo
en el pais. Los ultimos datos estadisticos reportados por la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura (FAOSTAT) informan que, en México en el afio 2017, la
cantidad de suministros de leguminosas secas per cdpita es de 10.53 kg (FAOSTAT, 2019). Por
lo que, el frijol es el que tiene mayor demanda (9.2 kg per cdpita) y de acuerdo a los datos

estadisticos, se puede argumentar que, de las demas leguminosas, una persona solo consume 1.33
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kg al afo. Posiblemente sea garbanzo seguido de haba, lenteja y arvejon por la extension que se

cultiva de cada una de las leguminosas en México.

La informacion anterior evidencia que la produccion y el consumo de haba en el pais son bajos,
siendo que es una especie que tiene potencial por su valor nutricional y funcional (Multari et al.,
2015; Fuentes-Herrera, 2016), ademds de que no ha sido valorada en su justa dimension por sus

aspectos alimentarios, médicos y agricolas (Prabhu et al., 2018).

Una manera en la que se puede contribuir a incrementar la produccion y consumo de Vicia faba L.
es con la implementacion de innovaciones de tipo tecnologico, organizacional, comercial, etc. La
innovacioén considerada un elemento importante para el desarrollo del sector agricola, ademas
necesario para aumentar la competitividad, entendida esta Gltima como la capacidad de una
empresa en ingresar a un mercado y poder colocarse en ¢l (Herrera, 2006). De acuerdo a la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE) una innovacién conlleva
a la utilizaciéon y la transformacion de conocimientos cientificos y técnicos, para resolver
problemas concretos, en donde los laboratorios y las organizaciones contribuyen notablemente y
frecuentemente de manera decisiva en avances cientificos y tecnologicos (Anon., 1996). Lara
(1998) por su parte define que una innovacion tecnoldgica surge cuando una sociedad adopta un
producto nuevo o adopta un proceso que le permita solucionar o mejorar un problema. Herrera
(2006) menciona que las innovaciones tecnoldgicas son las transformaciones de ideas anteriores a
ideas nuevas, de esta manera cierto proceso o producto se mejora y contribuye a generar valor. En
este proceso de transformacion lo que era de uso tradicional es suplantado por la innovacion
tecnoldgica. Lo que da lugar a una agricultura moderna; agricultura competitiva y acorde con una
logica de mercado cuya referencia son los agronegocios. En esta agricultura se pueden encontrar
inmersos distintos tipos de innovaciones tecnoldgicas como: organizacion del trabajo, mecénicas,
administracion y gestion agrondmica, biotecnoldgicas, en sistemas de informacion, quimicas, en

el desarrollo tecnologico propio e institucionales.

Existen evidencias de que la innovacidn tecnoldgica en el sector agricola ha funcionado para el
beneficio de comunidades productoras; por ejemplo, los ganaderos del Valle del Mezquital de
Hidalgo, aplicaron diferentes innovaciones pecuarias, como analisis de calidad de leche, ordefio
mecanico, alimentacion con ensilado, forraje y concentrado por separado, diagnostico de gestacion

por ultrasonido, todo esto ayudé a obtener una produccion de leche de mejor calidad y una mayor
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rentabilidad del producto (Espejel-Garcia et al., 2016). Al igual como en el caso de los productores
del grupo cafetalero de Plan de Arroyos Veracruz, quienes crearon un centro de acopio de semillas
para poder generar plantulas, y de esta manera variedades resistentes a plagas y enfermedades que
se adaptaran mejor a la zona. Lo que contribuy6 a aumentar la rentabilidad de la produccién de
café y, a su vez, surgieron innovaciones como: la elaboracién y aplicacion de abonos organicos y
un procedimiento para disminuir considerablemente la contaminacion del agua, que favorecieron

a la comunidad en general (Amaro-Rosales y Gortari-Rabiela, 2016).

Amaro-Rosales y Gortari-Rabiela (2016) mencionan que “innovar significa romper esquemas
establecidos, innovar de forma inclusiva implica identificar problemas y solucionarlos con la
participacion de los involucrados”. De esta manera al involucrar a las instituciones de
investigacion, productores y a organizaciones gubernamentales con el cultivo de haba, se puede
realizar una innovacion tecnoldgica que proporcione una alternativa para mejorar la rentabilidad,

y a su vez, que los productores puedan incorporarla con mayor fiabilidad.

El haba puede tener un aprovechamiento integral, ya que en los tejidos de la planta se encuentran
metabolitos que pueden prevenir enfermedades cronicas degenerativas o utilizarlos como parte del
tratamiento de enfermedades como son: los compuestos fenodlicos, flavonoides, L-DOPA y
daidzeina, que han sido evaluados en los Capitulos I y II. V. faba podria ser propuesta como una
planta medicinal, con base en los contenidos de compuestos bioactivos obtenidos en las plantas y
flores. Por tanto, la produccion de haba podria orientarse una parte al consumo como alimento,
hacia donde tradicionalmente se orienta la cadena productiva, y otra, tener la alternativa de
producir planta de haba para la obtencién de los compuestos bioactivos para la elaboracion de
complementos alimenticios y generar mayor valor agregado en la cadena productiva y mejorar los

ingresos del productor primario.

Para valorar su posible viabilidad, se requiere evaluar la rentabilidad de la innovacion tecnologica,
de esta manera conocer las utilidades que esta nueva practica les podria proporcionar a los
productores de haba. De igual manera como se ha realizado en otros cultivos, en donde se estudio
el sistema de produccion para obtener la rentabilidad del frijol (Phaseolus vulgaris L.), maiz (Zea
mays L.) y chile (Capsicum annuum.) en el municipio de Morelos, Zacatecas (Carrillo-Martinez

et al., 2019), o como en la produccion apicola, en donde se estudiaron los costos y la rentabilidad
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del proceso de la produccion de la miel en los principales estados productores de México (Magafia

y Leyva, 2011).

Este estudio socioecondmico es importante para conocer la rentabilidad que tiene la produccion
de haba verde y la planta de haba como la innovacidn tecnolédgica que busca incorporarse, ya que
indica el grado de competitividad que puede alcanzar un sistema de produccidn, una empresa, entre
otros (Magafia y Leyva, 2011). El proposito del estudio no busca omitir la produccion de haba
como alimento, sino hacer un uso mas integral, al utilizar los tejidos de la planta para la obtencion
de compuestos bioactivos e incorporar una innovacion tecnoldgica que permita generar agregacion
de valor al cultivo. La L-DOPA se encuentra en la planta de haba (Vered et al., 1994; Etemadi et
al., 2018) y es considerada una fuente bioldgica para su produccion (Patil et al., 2013). Que,
aunque no se ha comercializado aun, se ha demostrado que el consumo de plantulas tiene un efecto

similar al del farmaco para tratar el mal de Parkinson (Vered et al., 1994).

Al conocer la limitada situacion actual del haba, se puede potenciar su produccion, uso y consumo
con la extraccion de L-DOPA o la elaboracion de un producto natural, lo que podria ser una
oportunidad para su futuro comercio. Como es el caso en la especie Mucuna pruriens que se utiliza
como tratamiento natural para los enfermos con Parkinson (Cassani ef al., 2016). En la actualidad
hay productos que se comercializan como suplementos dietéticos, e incluso indican que una
capsula del extracto de grano de Mucuna pruriens aporta 15 % de L-DOPA (52.5 mg) (Piping
Rock, 2020). De esta manera V. faba podria representar una importante fuente de ingresos para los

productores y contribuir al desarrollo agricola rural del pais (FAO, 2020).

En México no existen investigaciones sobre la rentabilidad de la produccion de haba ni de la planta.
Por tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar econdémicamente la produccion de la planta de
haba y realizar un andlisis comparativo con la produccion de haba verde mediante la estimacion
de costos de produccion y rentabilidad. Se realizo la estimacién de costos de produccion y
rentabilidad de planta de haba (plantas de 20 dias después de la emergencia) bajo dos sistemas de
produccion, en campo e invernadero, y de produccion de haba verde en campo. La importancia de
conocer la rentabilidad de la produccion de haba verde, radica en la generacién de conocimiento
sobre qué tan redituable es la produccion del cultivo para los agricultores. En tanto que, el conocer
la rentabilidad de la produccion de la planta, reflejard ademas de la utilidad econémica, una nueva

innovacion tecnoldgica agricola posible en el cultivo de haba que pudiera ser aplicada por los
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agricultores. Principalmente en las zonas en donde se cultiva la especie o en otras en donde se
pudiera adoptar y bajo los distintos sistemas de produccion campo e invernadero. La hipotesis que
se planted fue, la innovacion tecnologica para la produccion de planta de haba en campo es mas

rentable que la produccion de haba verde y la produccion de planta en invernadero.

3.2 Metodologia

Se realiz6 una investigacion descriptiva y cuantitativa, en las localidades de San Agustin Calvario
y San Gregorio Zacapechpan, del municipio de San Pedro Cholula, Puebla. El estudio se bas6 en
entrevistas directas semiestructurada en las que se utiliz6 una guia de preguntas previamente
elaborada. Se realiz6 un muestreo no probabilistico dirigido mediante la referenciacion de los
propios productores, con la técnica de bola de nieve. De esta manera se entrevistaron a seis
productores de haba, con el criterio de que el productor tuviera como minimo diez afios de sembrar
el cultivo. Las entrevistas fueron realizadas durante el primer semestre de 2020 con una duracion

en promedio de dos horas.
Guia de entrevista

Previo a la elaboracion final de la guia de entrevista, a un productor de haba se le realizé una
entrevista piloto amplia para conocer la forma en que cultivan la leguminosa. Con la informacion
recabada, se disend la guia estructurada de preguntas para poder entrevistar a los productores sobre
el proceso que realizan en la siembra y cosecha del cultivo de haba, ademds de los costos de

inversion y de operacion que le genera.

La guia constd de un cuestionario con preguntas cerradas y abiertas que ayudaron a captar la
informacioén proporcionada por los productores. Para recabar la informacion necesaria y abordar
el objetivo de estudio, se incluyeron los cuatro apartados siguientes; datos personales, para
conocer edad, escolaridad y informacion general del productor. Conocimiento del cultivo de haba,
para saber el tiempo que tiene cultivando el haba, las caracteristicas de su semilla, cuando realiza
la siembra y cosecha, entre otras. Labores y costos durante el cultivo de haba, para conocer
detalladamente las labores del cultivo que realizan desde la preparacion del terreno hasta su
cosecha, como las realizan, los implementos, insumos y jornales que utilizan en cada etapa de

labor y los costos que le genera. Produccion y venta de haba, en este apartado se preguntd el
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rendimiento por la superficie cultivada y el ingreso que obtienen por su produccién. En el Anexo
3.1A se muestra la guia que se utiliz6 para las entrevistas en este estudio, titulada “Labores y costos

de produccion del cultivo de haba verde”.
Analisis de la informacion

La informacion obtenida de las entrevistas se captur6 en una hoja de calculo en Excel para generar
la base de datos. Las preguntas cerradas fueron codificadas, mientras que, en las preguntas abiertas,
las respuestas se categorizaron para posteriormente ser codificadas. La base de datos se export6 al
paquete estadistico Statistical Package for the Social Science (SPSS v19) para realizar el andlisis

descriptivo sobre la informacion obtenida de la produccion de haba.

El analisis de rentabilidad privada se realizo con base en la metodologia de Matriz de Andlisis de
Politica (MAP) propuesta por Monke y Pearson (1989), mediante la cual se gener6 un presupuesto
privado integrado por una matriz (Anexo 3.2A) que permitidé estimar los costos, ingresos y
ganancias de un sistema de produccion o un cultivo. Para el célculo de costos, ingresos y ganancias
se realizo la conversion de pesos a ddlares; se considero el tipo de cambio del dolar del dia 11 de

febrero del 2021 en el que se encontraba a § 19.91.

Larentabilidad privada se define como el nivel de ganancia extraordinaria que obtiene el productor
como proporcion de los costos totales. Los costos de produccion totales se clasifican en insumos

comerciables, insumos indirectamente comerciables y factores internos.

Los insumos comerciables, se cotizan y comercializan en el mercado nacional o internacional, un
ejemplo de ellos son los insumos (fertilizantes, plaguicidas, implementos, etc.); los insumos
indirectamente comerciables, son productos que se pueden comercializar compuestos por partes
comerciable y no comerciables (como la maquinaria); y los factores internos, son componentes
que no se comercializan internacionalmente y su precio se define en el mercado nacional, tales
como la mano de obra, tierra, agua, capital, seguro, servicios etc. (Monke y Pearson, 1989;

Charpantier y Mora, 1999).

La matriz se elabord con base en la informacion obtenida de las entrevistas a productores: labores
(siembra, deshierbe, control de plagas, fertilizacién, aporcar, cosecha), numero de jornales,
insumos (fertilizantes, plaguicidas, herbicidas), implementos, equipo, volumen de produccion y

precios del haba. Los presupuestos se calcularon tomando en consideracion los precios privados
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es decir los precios actuales en el mercado. Para los costos de los implementos y equipo se calculo

su depreciacion con base en su vida util.

Una vez que se identificaron las actividades, insumos y productos, estos se clasificaron como
bienes comerciables y factores internos, considerando que en el sistema de produccion de haba no
hay bienes indirectamente comerciables. Para determinar los coeficientes técnicos (datos de
campo) de la matriz de costos de produccion se empled la media aritmética, por ejemplo: el nimero
de jornales, cantidad de insumos e implementos, volumen de produccion, precios de kilogramo de

haba verde, etc.
La rentabilidad privada se estimo a partir de tres indicadores que a continuacion se explican:

1. Costos de produccion totales. Es la suma de los costos de insumos comerciables e
indirectamente comerciables y factores internos. Representan el total de inversion que
realiza el productor en un ciclo productivo. La estructura de costos muestra los niveles de

insumos en funcién de la tecnologia empleada en el cultivo.

Costo de produccioén a precios
) CP=B+C Ecuacion 1
privados

Donde:

CP: costos de produccion de precios privados
B: costos de insumos comerciales ¢ indirectamente comerciales
C: factores internos

2. Ganancias privadas. Es el beneficio privado neto que obtiene el productor después de pagar
los costos totales de produccion (bienes comerciales, indirectamente comerciales y factores
de la produccioén). Es igual a la diferencia entre el ingreso privado, menos el costo de los
insumos comerciables e indirectamente comerciables y los factores internos de la
produccion. Esta se estima con base en los precios de mercado, es decir, los ingresos y

costos enfrentados por el productor (Cuadro 3.2).

Ganancias privadas D=A-B-C Ecuacion 2
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Donde:
D: ganancias privadas
A: ingreso privado
B: costo de los insumos comerciables e indirectamente comerciables
C: factores internos

3. Rentabilidad privada. Este indicador representa el nivel de ganancia extraordinaria que
obtiene el productor como proporcién de los costos totales (Franco et al., 2018). Es la
relacion entre la ganancia privada y los costos totales de produccion. Para su determinacion

se emplea la siguiente formula:

Rentabilidad privada RP=D/B+C Ecuacion 3

Donde:

RP: rentabilidad privada
D: ganancias privadas
B: costo de los insumos comerciables e indirectamente comerciables
C: factores internos

Cuadro 3.2 Matriz de andlisis de politica. Rentabilidad Privada.

Costos
comerciables e Factores .
Ingresos o . . Ganancias
indirectamente internos
comerciables
Precios privados A B C D

Fuente: Matriz de Analisis de Politica (Monke y Pearson, 1989).

3.3 Resultados y Discusion
Datos de los entrevistados La tenencia de la tierra de los entrevistados es en propiedad privada.

La principal ocupacion de los entrevistados fue la de ser agricultores. La edad de los agricultores
flucttia entre los 50 y 64 afios, con un promedio de 56 anos y una mediana de 55. En escolaridad
50 % mencion6 tener secundaria, 33.33 % coment6 haber estudiado solo la primaria y el resto
tiene licenciatura terminada (16.66 %). La tenencia de la tierra de los entrevistados es en propiedad
privada, la mayoria (66.66 %) destina media hectarea para sembrar haba, 16.66 % destina un cuarto

de hectarea y el otro 16.66 % siembra una hectarea de haba. La produccion del cultivo es bajo

96



monocultivo. El tiempo que llevan cultivando haba varia de 10 a 30 afios. Los entrevistados
también siembran otros cultivos como calabaza (Curcubita pepo), rabano (Raphanus sativus),
cempasuchil (7agetes erecta), cebolla (Allium cepa), cilantro (Coriandrum sativum), chiles

(Capsicum spp), etc. para complementar su ingreso econémico.
Conocimiento del cultivo de haba

En San Agustin Calvario y San Gregorio Zacapechpan, municipio de San Pedro Cholula, Puebla
el cultivo de haba se realiza a campo abierto una vez al afio. En las localidades conocen los
cultivares haba ejotera y criolla amarilla, sin embargo, la mayoria (83.33 %) solo siembra el haba
ejotera y el resto ambos. Los entrevistados mencionaron que siembran principalmente el haba
ejotera porque es un cultivar que rinde mas, ya que a pesar de que la semilla es pequefia la vaina
en verde suele ser grande de (15 a 20 cm) y llega a desarrollar hasta 6 granos a diferencia de la
criolla amarilla que solo desarrolla hasta 3 granos (Cuadro 3.3). Ademas, el haba ejotera suele
cosecharse en verde ya que es consumida como verdura, mientras que la criolla amarilla suele
consumirse en seco, ya que al comercio le gusta porque es una variedad que cuando la cocinan
espesa mas que el haba ejotera. Con base en la percepcion de los agricultores, en el Cuadro 3.3 se

presenten algunas de las caracteristicas de los cultivares.

Cuadro 3.3 Caracteristicas de los cultivares de haba que siembran en las localidades de San
Agustin Calvario y San Gregorio Zacapechpan, municipio de San Pedro Cholula,
Puebla, México.

Caracteristicas Haba ejotera Criolla amarilla
Tamaio pequefia mediana
Color de testa (céscara) verde verde

amarillo claro,

Color de grano (cotiledon) . amarillo
casi blanca
Numero de granos por vaina 4a6 2a3
Floracion (dias después de la siembra) 80 -90 N.D.

*N.D. No disponible

De manera similar a lo descrito por los entrevistados, Etemadi et al. (2015) mencionan que el
tamafio de semilla varia entre distintas variedades y cultivares de habas, entre estas, Aquadulce,

Bell Bean, D’ Aquadulce, Delle Cascine, Early violletto, Early White, Sweet lorance y Windsor, y
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de acuerdo a su peso se clasifica como semillas grandes (>1.0 g-semilla '), medianas (0.5-1.0
g-semilla!) y pequefias (<0.5 g-semillas ). Los tipos de semillas pequefias (Vicia faba var. Minor)
se utilizan comtiinmente para el consumo humano y la alimentacién animal, mientras que los tipos
de semillas mediano y grande (V. faba var. Major) se utilizan para el consumo humano, ya sea en
verdes o secas. Las vainas miden de 15-20 centimetros de largo y a menudo contienen de 3 a 6

semillas planas y ovaladas que pueden ser blancas, amarillas, verdes o moradas.

En las localidades de estudio, ubicadas en el poniente del Estado de Puebla, acostumbran a sembrar
el haba desde finales del mes de agosto hasta mediados del mes septiembre, la mayoria cosecha
entre enero y febrero (83. 33 %) y el resto suele cosechar en marzo y abril. Los productores trabajan
la tierra en condiciones de riego con agua de pozo. El haba que cosechan es en verde y dejan secar
la que no se vende o la que se destina para semilla. Mientras que en otras comunidades al oriente
del estado de Puebla (San José Llano Grande, San Miguel Zoapan, Tlachichuca, Ciudad Serdan)
los productores de haba siembran en los meses de febrero y marzo, sus tierras las trabajan bajo
temporal y cosechan el haba en estado maduro (seco) (Rojas-Tiempo et al, 2011), que
principalmente se destina para la venta y para el consumo en la region en distintos guisos como
“xolostle” (guiso tradicional de habas con epazote), habas con nopales y tortita de haba con o sin

camar6n (Fuentes-Herrera et al., 2020).

Labores durante el cultivo de haba

Aunque las localidades de estudio se encuentran muy cerca una de otra, las labores que realizan
durante el cultivo de haba suelen variar entre agricultores, sin embargo, son unidades de
produccidn que se caracterizan por realizar practicas tradicionales (Rojas-Tiempo et al., 2012).
Para la preparacion del terreno comentaron que siguen cuatro etapas: se rastrea, se ara, se vuelve
a rastrear y por ultimo se surca. Todos los agricultores utilizan tractor y solo una minoria (16. 66
%) también utiliza la yunta para surcar el terreno. La distancia entre surcos varia de 80 0 90 cm y
70 cm entre matas, la mayoria (83.33 %) deposita de 2 a 3 semillas por mata, mientras que el resto
deposita de 3 a 4 semillas. El método de siembra es a pala (golpe), asi es como tradicionalmente
suele sembrarse en las regiones productoras de los Estados de Puebla y Tlaxcala (Rojas-Tiempo
et al., 2012). En la siembra, la familia suele ayudar, ademas de contratar jornales. La cantidad de
jornales contratados depende de la superficie cultivada. Los productores de haba suelen fertilizar

el cultivo con fertilizantes quimicos como pueden ser triple 17, sulfato de amonio y urea. Algunos
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productores también utilizan fertilizantes organicos como la pollinaza (excreta de los pollos) o el
abono del ganado (estiércol), el cual suele colocarse previo a la siembra. La fertilizacion se realiza
al mes o mes y medio de nacida la planta y cuando se encuentra en estado de floracion. Aunque
los agricultores también mencionaron que la primera fertilizacion se realiza de acuerdo a como se
observen las necesidades de la planta, ya que “si se ve bonita la planta”* no se le aplica fertilizante
sino hasta la floracion.

Las enfermedades mas comunes presentadas en el cultivo de haba son roya (Uromyces), pudricion
de raiz (Fusarium) y la mancha de chocolate (Botrytis fabae), siendo esta ltima la de mayor
incidencia presentada en las etapas fenologicas criticas como la floracion y fructificacion (Rojas-
Tiempo et al., 2011). Enfermedad causada por el hongo Botrytis fabae, la planta comienza con
pequenas manchas de color marrdn rojizo en las hojas y en el tallo, pero en etapa agresiva las
lesiones se fusionan y quedan cubiertas por un micelio esponjoso que provocan manchas grandes
que cubre el tejido, se vuelve necrético y muere (Etemadi et al., 2015). Todos los entrevistados
mencionaron que al cultivo se le aplica un fungicida, desde que empieza la planta a desarrollarse
(alrededor de los 25 dias de crecida) y algunos otros productores también fumigan el cultivo
cuando inicia la floracion. Entre los fungicidas empleados mencionados estan el Folicur, Thiram,
Quintozeno y Terrazole. Respecto al uso de herbicidas, solo la minoria (16.66 %) comentd que
utilizan el herbicida paraquat.

Entre las plagas més incidentes en el cultivo se encuentra el pulgon seguido del gusano y el
chapulin (Rojas-Tiempo et al., 2011). El pulgon (4phis fabae) es un insecto pequeiio de diferentes
colores dependiendo de la planta hospedante, se puede localizarse en las hojas y/o en los tallos de
la planta (Etemadi ef al., 2015). El pulgdn, extrae la savia de las hojas, y va dafando a la planta
que propicia la infestacion de hongos como la roya y la mancha de chocolate (Rojas-Tiempo et
al., 2011). Los entrevistados mencionaron que suelen utilizar plaguicidas cuando se observa la
presencia de alguna plaga (animales masticadores) y en el periodo de la floracion. Entre los
plaguicidas que suelen utilizar esta el Tirano (MEZFER), Malation (VERSA®), Foley (Dragon) y

Furadan (Farmagro).

Durante el desarrollo del cultivo de haba, todos los entrevistados afirmaron que suelen quitar tres

veces la maleza (deshierbar). En la cosecha, ademas de que ayuda la familia en esta labor, también

! Planta vigorosa, de color verde intenso.
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se contratan jornales. El nimero de jornales contratados depende de la produccion y del corte que
se esté realizando, debido a que suelen realizar durante la cosecha de 4 a 8 cortes con una media
de 5 cortes. Para una mejor apreciacion de las labores que se realizan en el cultivo de haba se

conjunto la informacién de los entrevistados la cual se describe en el Cuadro 3.4.

Cuadro 3.4 Labores, herramientas y maquinaria utilizada en el cultivo de haba en las localidades
de San Agustin Calvario y San Gregorio Zacapechpan pertenecientes al municipio de
San Pedro Cholula, Puebla, México.

Herramienta .
. . Entrevistados
0 maquinaria

que utilizan en que lo Descripcion del proceso
la practica utilizan (%)

Practica

Se rastrea para triturar toda la maleza, se

Preparacién del segunda o ara para que la maleza quede a

terreno Tractor 100 mayor profundidad, se vuelve a rastrear para
emparejar el suelo y al Gltimo se surca para
sembrar.
Yunta 16.66 Para surcar

Se depositan de 2 a 4 semillas por mata,
Siembra Pala principalmente 3, dependiendo de las
semillas que tome la mano

., Bomba
Aplicacion de _ e )
, manual, de Principalmente se utiliza para fumigar o
algun . 100 -
(o gasolina o colocar el fungicida a la planta
agroquimico A
eléctrica
Se realiza a mano y se suele realizar tres
veces durante todo el desarrollo del cultivo
Deshierbe aros o azadon 100 de haba. La primera es al mes de la siembra,
después a los 20 dias y por ultimo cuando
melgan.

Produccion y comercializacion de haba

Para tener un mejor andlisis y criterio sobre la produccion que obtienen los productores de haba
por superficie cultivada, se consideraron tres categorias, en la primera son productores que
destinan 4 ha para la siembra de haba; la segunda categoria son productores que destinan alrededor

de 2 hay la tercera categoria siembran 1 ha de haba. Los productores mencionaron que tienen una
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produccion de 3 a 10 toneladas de haba, la cual estd en funcion de la superficie que cultivan, a
mayor superficie de siembra del cultivo de haba, mayor es la produccion (Figura 3.1). Sin embargo,
se detectd que independientemente de la superficie que siembran hay diferencias en el rendimiento,
ya que este no tiende a ser proporcional. Este aumento o baja de produccion, es debido al manejo
del cultivo, al nimero de cortes que realizan los productores durante la cosecha, si el cultivo
presento o no algun dafio provocado por enfermedad o plaga y por efectos de factores ambientales

durante su desarrollo que reducen la produccion.

12 -
XA Categoria 1

BN Categoria 11
10 1 =2 Categoria Il

oo
1

Produccion (t)
N

2500 5000 10000
Superficie (mz)
Figura 3.1 Valores medios de produccion de haba verde por superficie cultivada en las localidades

de San Agustin Calvario y San Gregorio Zacapechpan, municipio de San Pedro
Cholula, Puebla, México.

Los entrevistados registran rendimientos superiores de haba verde al promedio registrado por
productores en el Estado de México que es de 6 t ha! (Pérez et al., 2015). Rendimientos que
también fueron mayores a los obtenidos en cultivares evaluados por Pichardo-Riego et al. (2013),
que extrapolando los valores llegan a obtener entre 4.5 - 9.2 kg ha’!, excepto con el cultivar
cochinera morada que tuvo un rendimiento similar (10.3 kg ha') a lo mencionado en este estudio
por los agricultores que siembran una hectdrea de haba. Estas diferencias encontradas en el

rendimiento del cultivo de haba, ademas de otros factores, pueden deberse a las condiciones

101



ambientales que prevalecen en la localidad, ya que Pérez ef al. (2015) indican que los rendimientos
de 35 cultivares de haba sembradas en tres localidades del Estado de México con caracteristicas
ambientales y geograficas distintas (San Francisco Oxtotilpan, San Nicolds Guadalupe y San
Diego) tuvieron un rendimiento medio de 10.57, 7.49 y 11.36 t ha! de vaina verde,

respectivamente.

Respecto a la venta de haba verde, la mayoria de los agricultores (83.33%) suelen vender en la
central de abastos de Puebla, mientras que el resto la vende en la central de abastos de la Ciudad
de México. Casi todos venden a mayoreo y en promedio venden a US $0.40 por kilo, solo algunos
venden a menudeo, con un precio promedio a US $0.62 el kilo. Los entrevistados comentaron que
la ganancia que perciben por el cultivo de haba es muy poca, lo perciben como autoempleo?, pues
incorporan la mano de obra familiar, sin pago real, aunque para fines del andlisis econdmico se
considerd el costo de oportunidad de los jornales familiares. Ademas, todos los entrevistados
coincidieron que el ingreso que obtienen por la venta de haba verde, principalmente depende de
como se esté comercializando?, a qué mercado la destinan para vender y la modalidad de venta si

es al menudeo o mayoreo.

A pesar de que los productores entrevistados mencionaron que el cultivo de haba no les reditua
econdmicamente, comentaron que siguen cultivando el haba por gusto (16.66 %), porque cuentan
con la semilla (33.33 %), por costumbre o tradicion (33.33 %) y por estrategia (16.66 %), ya que

por temporada de invierno no pueden sembrar otro cultivo como tomate, calabaza o ejote.
Costos y rentabilidad de 1a produccion de haba

Con base en los tres indicadores: costos de produccion total, ganancia privada y rentabilidad
privada, se estim¢ el andlisis de rentabilidad privada de acuerdo a la superficie sembrada por los
productores de haba. Los costos de produccién generados bajo las tres categorias se pueden
observar de manera resumida en la Figura 3.2, en donde tanto los agroquimicos; fertilizantes
quimicos y organicos, fungicidas y plaguicidas, como la mano de obra; siembra, deshierbe,
fertilizacion, plagas y cosecha, representaron los porcentajes de mayor gasto en la produccion de

haba verde. Mientras que materiales diversos; manguera de nylon, pala, azadon, bomba para

2 Invierten su dinero en la siembra, recuperando lo invertido y ademds obteniendo una minima ganancia.
3 Como se encuentre el precio por kilo de haba.
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fumigar, y preparacion del terreno; manejo del tractor por hora, representaron los gastos de menor
porcentaje. Los costos de produccion fueron incrementandose de acuerdo a la superficie cultivada

de % a1 ha (US $1, 254.44 a US $2, 953.28, respectivamente) (Cuadro 3.5).

Categoria I 1/4 ha Categoria II: 1/2 ha

2584 %%
Agroqumicos

drversos

Materidl diu' gy
LY 25 WVeI=0s ﬁ.ﬂ]%

Preparacion del terreno

Preparacion del terreno

Categoria ITI: 1 ha

_ 173 %
Materiales dil?«.EI’S:JS .04 %
Preparacion del terreno

Figura 3.2 Sintesis de costos de produccion de haba verde por categoria de productor.
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Cuadro 3.5 Ganancias economicas de la produccion de haba verde por superficie y modalidad

de venta.
Menudeo Mayoreo
Superficie Costos de Relacion  Ganancia . Relacion  Ganancia Rentabilid
L, . . Rentabilidad . . .
sembrada produccion  Beneficio Privada Privada (%) Beneficio Privada ad Privada
(m?) (US $) costo (US $) ° costo (US $) (%)
2500 1,254.47 1.50 629.00 50 0.96 -49.04 -4
5000 1, 454.04 2.15 1, 685.08 116 1.38 554.99 38
10000 2, 955.63 2.12 3,322.61 112 1.36 1, 062.44 36

Fuente: Elaboracion propia con base en datos de campo.

Para medir los costos totales de una actividad primaria, los economistas consideran los costos de
oportunidad, los cuales se incorporan dentro de los costos de produccion (Samuelson y Nordhaus,
2010). Mankiw (2012) define a los costos de oportunidad como costos explicitos (evidentes) e
implicitos (no evidentes), los costos evidentes son los costos de pagos de insumos, pagos de
trabajadores, etc., mientras que los implicitos no se genera un pago en efectivo, son ingresos no
percibidos, como cuando la familia contribuye a su propio negocio y las horas trabajadas no son
pagadas. En el estudio se consideraron los costos de oportunidad como fue el costo del pago no
retribuido a la familia. Asi que los costos de oportunidad son un costo que se genera sin importar

que se reflejen o no en las transacciones monetarias.

En el andlisis econémico de la produccion de haba se detecto el costo de oportunidad del trabajo
familiar. De todos los jornales que se emplean en las labores del cultivo de haba el 40, 55y 57 %
corresponden a mano de obra familiar en las categorias de %4, 2 y 1 ha, respectivamente. Asi que
en todas las categorias, los costos variables asignados a los jornales se reducen y la ganancia
privada aumenta. Por tal motivo el trabajo familiar en el campo es sustancial, estos gastos que no
se efectuan se deberian de incorporar ya que la familia realiza un uso importante e intensivo de
trabajo y tiempo. Asi como en este estudio, también en la actividad lechera se evidencio6 la
relevancia que tiene el costo de oportunidad de la mano de obra familiar, la cual es fundamental
valorarla de manera explicita en la economia de la produccion lechera, con el fin de mejorar su

participacion y hacer mas eficiente su uso (Jiménez et al., 2014).

104



Las ganancias obtenidas por los productores son diferenciadas en funcion de la modalidad de venta
de haba verde, al menudeo se obtuvo una mayor ganancia en comparacion con la venta al mayoreo.
Siendo los productores que siembran 1 ha el esquema de mayor rentabilidad, ya que obtienen la
mayor ganancia privada tanto a menudeo US $3, 309.32 como a mayoreo US $1,062.43. Mientras
que los productores que siembran 7 ha obtienen una ganancia privada mucho menor; a menudeo
US $568.70 y a mayoreo incurren en pérdidas (Cuadro 3.5). Una ganancia privada de US $568.70
al afio es un ingreso muy bajo para el productor, sin embargo, para contribuir en sus ingresos
econdmicos suelen cultivar otros cultivos, criar animales o cuentan con alguna otra actividad. Con
base en la informacidn obtenida se destaca la importancia de los canales de comercializacion, es
decir vender al menudeo representa para las diferentes categorias mayores ganancias y

rentabilidad.

Las tres superficies de produccion muestran una relacion beneficio mayor que 1 bajo el esquema
de la venta al menudeo, lo cual refleja que la actividad productiva genera ingresos para cubrir los
costos de produccion totales y a su vez un margen de ganancia; es decir, por cada dolar invertido
en la produccion de haba en la Categoria III se obtienen US $0.056 mas, mientras que en la

Categoria I por cada dolar invertido se obtienen US $0.025.

Respecto al indicador de rentabilidad privada, el cual expresa la relacion de las ganancias respecto
a los costos de produccion. Sélo las Categorias 11 y III registraron una rentabilidad arriba del 100

%, por lo tanto, los sistemas de produccion hacen uso eficiente de los recursos.
Perspectivas sobre la produccion de plantas de haba en campo y en invernadero

“Los laboratorios universitarios, los centros de investigacion gubernamentales y las
organizaciones sin fines de lucro pueden contribuir de manera significativa, y a veces decisiva, a
los avances cientificos e incluso tecnoldgicos...” “El cambio tecnologico implica importantes
procesos de aprendizaje de tipo acumulativo. Estos procesos comprenden el aprendizaje por la
practica, el aprendizaje por el uso y el aprendizaje por la interaccion. Las instituciones de
investigacion y las empresas representan la base institucional de ese proceso de aprendizaje

(Anon., 1996)”.

La investigacion es una actividad importante para la innovacion tecnologica, la cual tiene dos

etapas: la investigacion basica, orientada a la generacion de conocimiento sobre la naturaleza y la
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sociedad, y la investigacion aplicada que se centra en la busqueda de una solucion original de un

problema o que mejore las soluciones que ya se encuentran disponibles (Lara, 1998).

La vinculacion entre instituciones y el sector agricola es indispensable. Esta conjuncion de ideas
podria conllevar a innovaciones tecnoldgicas importantes que puedan ser aplicadas en la
agricultura y que logren generar una cadena de beneficios en el sector agricola, en la economia y
en la sociedad. Por tal motivo con base en los estudios previos realizados en los Capitulos [ y II
que comprueban que las plantas de haba tienen contenidos sobresalientes de compuestos
bioactivos con funcion bioldgica importante para el ser humano. Se establecié como innovacion
tecnoldgica la propuesta de cultivar plantas de haba de 20 dias después de la emergencia, con el

proposito de venderlas para la obtencion y uso de estos metabolitos por parte de la sociedad.

Para la aplicacion del uso de tecnologia agricola se deben de considerar los aspectos econémicos,
sociales, culturales y ecologicos que son poco analizados en el momento de instrumentar algun
tipo de tecnologia, los cuales son importantes ya que son aspectos que se encuentran entrelazados
(Herrera, 2006). Por tal motivo, en este estudio se quiso conocer la opinién de los productores de
haba sobre producir y vender plantas de 20 dias después de que emergieron, dado que ellos tienen
el conocimiento tradicional, la practica y la experiencia. Los productores hicieron los siguientes

comentarios:

“Estaria muy bien porque se pudieran sembrar al afio alrededor de cinco
veces 0 mas. Ademads se acortaria el espacio de siembra ya que no seria en
surco sino se sembraria en hilera, mas cerrado.” (Daniel Mani, 13 de marzo
de 2020)

“Seria conveniente porque a los veinte dias de crecida la planta se estaria
aplicando solo una fertilizacion y un fungicida lo que generaria menos trabajo
y dependiendo del costo de la planta, si podria convenir.” (José Stanislao
Mani, 13 de marzo de 2020)

“Estaria muy bien, primero habria que germinar la semilla en un invernadero
y posteriormente sembrarla en campo.” (Roman Coyomani Cuamani, 14 de
mayo de 2020)

“Estaria muy bien, aunque posiblemente seria solo en una temporada, ya que
por el clima en algin momento ya no se podria producir.” (Luis Cuanel, 15
mayo de 2020)

106



“Estaria bien si lo pagaran a buen precio, ademas también se tendria que ver
el rendimiento que se obtiene.” (Elezar Gutierrez Cuamani,15 de mayo de

2020)

“Si seria negocio, conociendo que a esa edad no tiene complicaciones.”
(Gerardo Moyotl, 15 de mayo de 2020)

Con la propuesta de la innovacion tecnologica, los entrevistados mencionaron que se tendrian que

seguir casi todas las labores que comunmente realizan con el cultivo de haba verde, sin embargo,

consideran que los gastos de produccion se reducirian considerablemente. Algunos estimaron que

su reduccion en gastos seria entre el 25 o 50 %, ya que el trabajo en campo, los insumos como

agroquimicos y el contrato a jornales disminuiran. De acuerdo a lo comentado por los

entrevistados, las labores de cultivo que seguirian para la produccion de plantas se observan en el

Cuadro 3.6.

Cuadro 3.6 Labores propuestas por los productores para el cultivo de la planta de Vicia faba L.
de veinte dias después de la emergencia.

Si es No es
Labores necesario necesario Comentarios
(%) (%)
1. Preparacion Para el suelo se requiere lo mismo que para una
100 )
del terreno siembra de haba verde.
No hay necesidad de estar regando las plantas ya que
> Siembra 100 para esa edad no requier§n de tanta humedad, solo
antes de sembrar regar bien la parcela o posiblemente
con la humedad residual.
Posiblemente se necesite un deshierbe, aunque
también se propone una produccion de acolchonado
3. Deshierbe 100 el cual podria gy,udar aque la plantg no se lastimq ’
cuando se realicé el deshierbe. Sugiere la instalacion
de un invernadero, para germinar la planta y
posteriormente sembrarla en el campo.
4. Utilizacién de Utilizar un fungicida si fuera necesario. Ademas de
algun 66.66 33.33 utilizar un fertilizante orgénico para que la planta
agroquimico pueda ser utilizada como una planta medicinal.
5. Cosecha 100

Fuentes: Elaboracion propia con informacion de los entrevistados.
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Con base en la informacion recabada de las entrevistas, sobre la distancia entre surcos (en
promedio cada 85 cm) y entre matas (en promedio cada 70 cm, se depositan 3 semillas), y respecto
a las labores de cultivo que seguirian los agricultores para la produccion de plantas. Se estimo la
densidad de plantas por superficie cultivada y los costos de produccion. En donde para 4 ha se
obtendria una densidad de 12, 605 plantas con un costo de produccion de US $458.36, para %2 ha
se obtendrian 25, 210 plantas con un costo de produccion de US $512.80 y en 1 ha se obtendria
una densidad de plantas de 50, 420 con un costo de produccion de US $705.97. Asi que los costos
de produccion de la planta de haba se ven reducidos considerablemente 63, 65 y 76 %
respectivamente, a diferencia de los costos generados por la produccion de haba verde (Cuadro 3.5

y Cuadro 3.7)

Cuadro 3.7 Ganancias econdmicas de la produccion de planta de haba por superficie cultivada.

Superficie . Costos de Precio de venta Relacion Ganancia Rentabilidad
Densidad ., . : :
sembrada de plantas produccion de planta Beneficio Privada  privada (%)
(m?) p (US $) (US $) costo (US $)
2500 12, 605.04 458.38 0.12 3.33 1,069.57 233
5000 25,210.08 512.80 0.06 3.33 1,196.55 233
10000 50, 420.17  706.01 0.04 3.33 1,647.35 233

Fuente: Elaboracion propia con base en datos de campo.

El precio de venta se estim¢ a partir de los costos de produccion por planta, la densidad de plantas
por superficie cultivada, el contenido de L-DOPA por planta de haba (137.5 mg planta™ MS, valor
medio) y el precio de referencia del mercado de productos que contienen L-DOPA, con base en
las variables se determind un nivel de ganancia del 70 %. Asi que, de acuerdo a la superficie
cultivada y a la densidad de plantas obtenidas se estimo el precio de venta de la planta y se obtuvo
la relacién beneficio costo, la ganancia privada y la rentabilidad privada para cada categoria
(Cuadro 3.7). La relacion beneficio costo fue de 3.33 para todas las categorias lo que significa que
el productor tendria una rentabilidad de US $ 0.11 por cada dolar invertido, la cual es superior a la
relacion beneficio costo de la venta de haba verde ya sea a menudeo o mayoreo (Cuadro 3.5). Asi
que la innovacidn tecnoldgica es mas rentable que la venta de haba verde, ya que permite recuperar
los costos de produccién y ademds se tendria un margen adicional de utilidad. Estas ganancias

resultaron ser atractivas para cualquier categoria, ya que en %4 ha se obtendria una ganancia de US
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$ 1,069.56, muy similar ala de 2 hay en 1 ha se obtiene una ganancia de 54 % mayor a la obtenida
en Y4 ha (Cuadro 3.7). Con la venta de planta de haba bajos los tres sistemas de produccion se
obtendrian 104, 53 y 35 % de ganancia privadas mayor (%4, 2 y 1 ha, respectivamente) respecto a
la venta a mayoreo de haba verde, que es como suelen venderla regularmente. Ademas, porque en
un periodo tan corto de tiempo obtendrian una mejor ganancia que lo percibido por el cultivo de
haba verde o por otros cultivos como el maiz, en donde llegan a tener utilidades de US $ 56.63 por
tonelada (Ayala-Garay et al., 2013). Sin embargo, de acuerdo a lo mencionado por los productores
se podrian realizar alrededor de 5 cosechas de planta de haba durante el transcurso del afio, de esta
manera se obtendria anualmente una mayor ganancia, lo que hace alin mas atractiva la propuesta
de esta innovacion tecnoldgica agricola. Cabe resaltar que, para que una innovacion sea aplicada,
es importante que los productores vean resultados para que la innovacion pueda ser incorporada
con mayor fiabilidad, asi como sucedi6 con las innovaciones pecuarias en el estudio realizado por
Espejel-Garcia et al., (2016).

En el cultivo de haba la densidad recomendada es de 73, 000 plantas ha™'; y para alcanzarla se
deben sembrar 2 semillas por mata, a una distancia de 50 cm entre matas y de 80 cm entre surcos
(Rojas-Tiempo et al., 2011), mientras que otros autores sugieren una densidad de 45, 000 — 60,
000 plantas ha!, esto depende del tamafio de la semilla del cultivar y de la region (Etemadi et al.,
2019). En las entrevistas se menciond que si la cosecha seria a una edad de 20 dias después de la
emergencia la planta podria ser sembrada en hilera, de esta manera la densidad de planta se

incrementaria considerablemente, y por tanto también la rentabilidad privada.

En campo no solo se podria sembrar la planta de haba, sino también bajo el sistema de produccion
en invernadero, que, al contar con una estructura cubierta por plastico transparente, se obtiene un
microclima favorable para cultivar plantas (Gil y Gomez, 2011).

Al evaluar los costos de producciéon de un invernadero ristico tipo tinel de superficie de 100 m?
que cuenta con una estructura metalica cubierta de plastico de polietileno de 20 % de sombreo
(720 galgas, 180 micras de espesor). Se obtuvo que, para esa superficie la densidad de plantas es
de 7,200 plantas con un costo de produccion de US $ 376.59. El costo de produccion generado
incluyé insumos comerciales: semilla, composta, materiales diversos (en donde se incluy6 la
depreciacion del invernadero, pala, carretilla, azadon, y otros) y factores internos (pago de labores
y de servicios) (Cuadro 3.3A, Anexo). El precio de venta de la planta quedo en US $ 0.17 (precio

estimado para obtener una ganancia del 70 %), por lo que se obtuvo una ganancia privada superior
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a lo obtenido con la venta de haba verde (cultivada en campo) a menudeo en ¥ ha (US $ 629) y a
mayoreo en %2 ha (US $ 554.99) (Cuadro 3.8). La relacion beneficio costo es de 3.33, igual que la
relacion beneficio costo evaluada para las plantas de haba crecidas en campo (Cuadro 3.8), por lo
que, cualquier sistema de produccion es conveniente para incrementar la rentabilidad del cultivo
de Vicia faba L. Sin embargo, se debe considerar que bajo condiciones de campo se producen mas
compuestos funcionales, a diferencia de invernadero. Hoy en dia no se produce haba verde bajo
invernadero, asi que la produccion de planta podria ser atractiva bajo este sistema de produccion

intensivo.

Cuadro 3.8 Ganancias econdomicas de la produccion de planta de haba en invernadero.

Costos de produccion  Precio de venta E}}:rl;ggﬁ) Ganancia Privada  Rentabilidad
(US'9) de planta (US §) costo (US'9) Privada (%)
376.59 3.47 0.17 878.71 233

Fuente: Elaboracién propia con base en una superficie de 100 m? con informacién obtenida de los
productores de haba, con costos actuales y de acuerdo a la informacion documentada de inversion de un
invernadero por Hernandez (2019).

Los resultados muestran que la produccion de planta de haba en campo es més rentable a diferencia
de la que se puede producir en invernadero. Esto se debe a que, los costos de produccion se ven
incrementados por el costo de instalacion del invernadero y por la densidad de plantas que se
podria obtener bajo esa superficie (100 m?). Sin embargo, un invernadero en comparacion con la
produccién de un cultivo en campo (al aire libre) tiene ciertas ventajas como: brindar proteccion
contra las inclemencias del tiempo (viento, lluvia, frio, exceso de calor), obtener mayor
produccion, se mejora la calidad del cultivo, ademas se puede obtener mas de un ciclo de
produccidn al afio. También se tiene un mayor control de plagas y enfermedades, ademas se ahorra
agua y fertilizantes (Gil y Goémez, 2011). Ademads, la agricultura protegida es vista como
alternativa ante el cambio climatico, ya que los cultivos experimentan una tendencia cada vez mas
marcada hacia la obtencion de una produccidon anticipada o fuera de estacion a lo que
tradicionalmente se venia realizando en campo (Tornero et al., 2019). Sin embargo, se requiere al
principio de una inversion, de personal capacitado para mantener y poder trabajar el invernadero

(Gil y Gomez, 2011). Lo cual muestra que la produccion de planta de haba bajo invernadero tiene
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una factibilidad técnica y econémica baja para los productores de la region considerando sus
condiciones socio-econdémicas; principalmente cuando se utiliza el cultivo hidropénico con
soluciones nutritivas en un suelo inerte (el cual puede ser perlita, fibra de coco, lana de roca,
tezontle), y cuando se tiene que mantener el ambiente controlado (temperatura, humedad) (Gil y

Gomez, 2011).

En esta investigacion al realizar la evaluacion econdémica de la innovacion tecnologica para el
cultivo de Vicia faba L. en campo y en invernadero, se da a conocer la rentabilidad que se podria
obtener si se realizara la siembra de plantas de haba bajo cualquier sistema de produccion. Ademas

de esta manera el agricultor conocera el esquema que mas se adapte a sus necesidades.
Factibilidad del uso de la innovacion tecnoldgica

El mal de Parkinson, es la segunda enfermedad neurodegenerativa més frecuente en personas
mayores de 50 anos. En México no se tienen cifras exactas de pacientes de Parkinson, pero el
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia estima que hay cincuenta casos nuevos por cada
cien mil habitantes al afio (Gobierno de México, 2019). En el 2018 se tenia una poblacion de 124.9
millones de habitantes (INEGI, 2019), por lo que, se puede estimar que en México prevalece

aproximadamente 62, 450 enfermos con este padecimiento (0.05 % de la poblacién en México).

A nivel mundial se estima que hay alrededor de cinco millones de personas de mas de 50 afios que
padecen Parkinson (Gobierno de México, 2019), y también se considera que a nivel mundial el
mercado de la L-DOPA es de 250 t afio’!, con un costo anual de $ 101 mil millones de ddlares

(Patil et al., 2013).

La mayor parte de la L-DOPA proviene de fuentes naturales o se sintetiza quimicamente, pero
también las fuentes biologicas se pueden usar de forma alternativa para su produccion. L-DOPA
de fuentes naturales reduce las complicaciones secundarias y también ayuda a retardar la
progresion de la enfermedad. Asi que la sintesis biologica de L-DOPA serd el enfoque maés
prometedor para superar los efectos nocivos de las drogas quimicas que provocan nauseas,
vomitos, presion arterial baja e inquietud, somnolencia, el inicio repentino del suefio, alucinaciones
y psicosis después de un uso prolongado (Patil e al., 2013). Ademas, los farmacos tienen un costo
elevado que ronda alrededor de los US $64.03 como el medicamento Cloisone que contiene 100

tabletas con la combinacién de 250 mg de L-DOPA y 25 mg de carbidopa. Dificilmente personas
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enfermas de Parkinson de bajos recursos podrian adquirir el medicamento, por lo que, L-DOPA
proveniente de plantas de haba podria ser una opcidn para proveer de este metabolito a un costo

accesible.

Como factibilidad del uso de la innovacion tecnoldgica se conoce que, en el mercado existen
productos naturales a base de Mucuna pruriens (Cuadro 3.9), especie que ha sido utilizada como
suministro de L-DOPA para los enfermos de Parkinson (Cassani et al, 2016). Ademas los
productos a base de esta especie indican que ayudan a mejorar la salud del cerebro y la funcién
cognitiva, especialmente a las personas que tienen dificultades para coordinar actividades y con
sus habilidades motoras. Al igual ayuda a aumentar los niveles de neurotransmisores
monoaminicos, promoviendo asi sentimientos de disfrute y motivacion, y sirve como afrodisiaco,
ya que incrementa los niveles de testosterona del cuerpo de forma natural, aumentando la libido y
el deseo sexual. Estos productos son vendidos en capsulas o polvo y tienen un contenido
aproximado por producto de 6, 300 — 12, 600 mg de L-DOPA, con un precio de venta que va de
los US § 14.26 — US § 36.26, y con un costo aproximado de US $ 2.15 gramo™! de L-DOPA (se
consideran los costos de procesamiento, insumos, fabricacién, envasado y etiquetado, etc.)

(Cuadro 3.9).

En el Capitulo II, los rendimientos obtenidos de L-DOPA en plantas de 20 dias después de la
emergencia fueron de 100 — 130 mg planta!, independientemente de la condicion de crecimiento
(campo e invernadero) y de la variedad de haba analizada (Rojita, ICAMEX, José Maria,
Matlatzintla). Por lo que, para obtener un producto como los de Mucuna pruriens de 6,300 mg de
L-DOPA, se requeririan aproximadamente 63 plantas de haba, mientras que, para un producto de
10,800 mg de L-DOPA, se requeriran aproximadamente de 108 plantas de haba. Asi que los
productores de haba podrian incurrir en este mercado de produccion de plantas de haba para la
obtencion de L-DOPA o compuestos bioactivos. Ademas de involucrarse en el procesamiento que

conllevaria un producto similar como los de Mucuna pruriens.

L-DOPA en Mucuna pruriens se puede encontrar en las semillas mayoritariamente de 4.93 — 5.39
%, mientras que en los tejidos de la planta los contenidos son bajos de 0.12 — 0.35 % (Pugalenthi
y Vadivel, 2007). En el caso de Vicia faba L. los contenidos mayoritarios los encontramos en los
tejidos de la planta joven, como en las raices de planta de 3 a 9 dias 9 % (Oviedo-Silva et al.,

2018), en el eje embrionario al sexto dia de la germinacion 7.46 — 8.43 % y en la planta de haba
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de 20 dias después de emergencia 9.21 %, a diferencia de los contenidos en las semillas de haba 0
—0.202 % (Kirakosyan et al., 2014). Ademas, para la obtencion de semillas de Mucuna pruriens
tarda un periodo de entre ocho y nueve meses (Pool et al., 1998), mientras que la planta de haba
se obtiene en un mes. Asi que la planta de Vicia faba L. podria ser otra alternativa de fuente natural
para la obtencion de L-DOPA, la cual es mas viable por su contenido y por la rapidez para su

obtencion.

Cuadro 3.9 Productos a base de Mucuna pruriens como fuente natural de L-DOPA.

Cantidad L-DOPA por Contenido de Precio del a I;:;;e:wor
Producto L-DOPA producto L-DOPA por producto pgral;ll()) Ref.
o
(%) (mg) capsula (mg) (US9) (US $)

Capsulas 15 6, 300 52.50 14.42 2.28 1
Capsulas 20 12, 600 >140 36.29 2.88 2

Polvo 100 10, 000 - 21.97 2.19 3
Capsulas 40 10, 800 180 14.30 1.32 4

Fuente: Elaboracion propia con informacion recabada de productos naturales a base de Mucuna pruriens (agosto 2020).

1. https://mx.pipingrock.com/herbal-supplements-all/dopa-mucuna-pruriens-standardized-350-mg-120-capsules-
6121?bvstate=pg%3 A2%2Fct%3 Ar&umrids=21987

2. https://keterwellness.com/collections/frontpage/products/mucuna-1-dopa-20

3. https://www.nutrivitashop.com/I-dopa-100-pure-levodopa-mucuna-pruriens-dopamine/

4. https://www healthessentialsdirect.co.uk/products/buy-mucuna-pruriens-extract-capsules

Hay evidencias del efecto benéfico de L-DOPA proveniente de plantas de haba en pacientes con
Parkinson, pero aun se necesita realizar estudios de la biofuncionalidad que tienen los compuestos
bioactivos (CFT, L-DOPA, FT, DAD) de la planta de haba que confirme su efecto en la salud, para

que esta innovacion tecnologica pueda ser mayormente aceptada y fiablemente aplicada.
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3.4 Conclusiones

La innovacioén tecnologica del cultivo de planta de haba, es una alternativa que puede contribuir a

mejorar los ingresos de las familias productoras.

Bajo los sistemas de produccion, campo e invernadero, la evaluacion econémica de la produccion
de planta de haba de veinte dias después de la emergencia, evidencio ser mas rentable con un costo
beneficio de 3.33, a diferencia de la produccion a menudeo de haba verde (1.5,2.5y 2.15 en Y4, 2
y 1 ha respectivamente) o a mayoreo (0.96, 1.38 y 1.36 en %, 2 y 1 ha respectivamente). La
produccion de planta de haba en campo, es mas rentable que la producida en invernadero, pero la

agricultura protegida presenta ventajas que en campo no las tiene.

La investigacion realizada en haba mostr6 cémo aprovechar e implementar innovaciones
tecnologicas para el uso de los recursos fitogenéticos en beneficio de la sociedad, y da pauta a
nuevas perspectivas de investigacion, a un estudio de mercado y a un estudio de valoracion
econdémica para estimar la disposicion a pagar del consumidor con un producto con estas
caracteristicas, a fin de evaluar la factibilidad que podria tener la aplicacion de la innovacion

tecnologica en el cultivo de haba.
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CAPITULO IV: L-DOPA Y COMPUESTOS BIOACTIVOS EN PLANTAS DE Vicia faba
L.: ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIINFLAMATORIA IN VITRO

Resumen

Vicia faba L. contiene compuestos bioactivos por los cuales podria ser considerada una planta
medicinal. De esta especie cominmente solo se utiliza el fruto para consumo humano o animal.
Sin embargo, la planta de este cultivo es una fuente rica de L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA)
y de otros compuestos con actividad biologica. L-DOPA es un compuesto que se suministra de
fuentes sintéticas a los enfermos de Parkinson para restaurar las concentraciones de dopamina en
el cerebro. El trabajo tuvo como objetivos: determinar el contenido y rendimiento de compuestos
fendlicos totales, flavonoides totales y L-DOPA en plantas de cuatro variedades de haba
mexicanas; ademas de analizar el perfil de flavonoides, la actividad antioxidante y actividad anti-
inflamatoria in vitro de los extractos de estas variedades. En condiciones de campo, las variedades
de haba se sembraron en alta densidad y las plantas se cosecharon a los 20 dias después de su
emergencia, posteriormente se secaron en estufa a 38 °C y después se molieron. El contenido de
compuestos fenolicos totales (CFT), flavonoides totales (FT), L-DOPA, y las actividades
antioxidante (DPPH) y anti-inflamatoria (AANTI) se determinaron por espectrofotometria UV-
visible. Ademas, la concentracion de L-DOPA, rutina e isoorientina se cuantificaron por HPLC.
La variedad Matlatzintla present6 los contenidos mas altos de CFT (135.62 mg EAG g!' MS), FT
(118.58 mg EQ g'! MS) e isoorientinas (46.07 g Kg! MS) y la variedad Rojita de L-DOPA (654.50
g Kg'! MS) y rutina (7.12 g Kg'' MS). La planta de haba tuvo en promedio una acumulacién de
512.04 g kg MS de L-DOPA, 5.70 g Kg'! MS de rutina y 41.39 g kg'! MS de isoorientinas. Por
unidad de 4area, las plantas de la variedad José Maria tuvieron el rendimiento mayor de CFT (9.30
g m?), FT (8.08 g m?) y L-DOPA (5.64 g m™), y por planta el rendimiento mayor se encontrd en
la variedad Rojita: CFT (0.25 g planta), FT (0.21 g planta) y L-DOPA (0.17 g planta™'). Estos
rendimientos en haba son importantes para considerar una producciéon masiva de plantas para
utilizarse como productos naturales para el tratamiento o prevencion de enfermedades cronicas.
La variedad Rojita también destac por presentar una mayor actividad antioxidante (DPPH Clso =
87.68 pg mL™) y anti-inflamatoria (Clso= 74.40 mg mL"), que se atribuyen a L-DOPA vy a rutina

e isoorientina, respectivamente.

Palabras clave: Campo, enfermedad de Parkinson, flavonoides, isoorientina, rendimiento, rutina.
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Abstract

Vicia faba L. contains bioactive compounds by which could be considered a medicinal plant. In
this species, only the fruit is commonly used for human or animal consumption. However, the
broad bean plant is a rich source of L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) and other
compounds with biological activity. L-DOPA is a compound that is supplied from synthetic
sources to Parkinson's patients to restore dopamine levels in the brain. The study aimed to:
determine the content and yield of total phenolic compounds, total flavonoids, L-DOPA in four
varieties plants Mexican bean; in addition to analyzing the flavonoid profile, antioxidant activity
and anti-inflammatory activity in vitro of the extracts of these varieties. In field conditions, the
broad bean varieties were sown in high density and the plants were harvested 20 days after their
emergence, later they were dried in an oven at 38 °C and then ground. The content of total phenolic
compounds (TPC), total flavonoids (TF), L-DOPA, and antioxidant (DPPH) and anti-
inflammatory (AANTTI) activities were determined by UV-visible spectrophotometry. In addition,
the concentration of L-DOPA, rutin, and isoorientin were quantified by HPLC. The Matlatzintla
variety presented the highest contents of TPC (135.62 mg EAG g' MS), TF (118.58 mg EQ g’
MS) and isoorientins (46.07 g Kg'! MS) and the Rojita variety of L-DOPA (654.50 g Kg'' DM)
and rutin (7.12 g Kg! DM). The broad bean plant presented an average accumulation of 512.04 g
kg DM of L-DOPA, 5.70 g Kg"' DM of routine and 41.39 g kg”! DM of isoorientins. Per unit
area, the José Maria variety plants had the highest yield of TPC (9.30 g m™), FT (8.08 g m™?) and
L-DOPA (5.64 g m?). The highest yield per plant was found in the Rojita variety: TPC (0.25 g
plant™!), TF (0.21 g plant') and L-DOPA (0.17 g plant'). These bean yields are important to
consider a mass production of plants and can be used as natural products for the treatment or
prevention of chronic diseases. These broad bean yields are important to consider a massive
production of plants to be used as natural products for the treatment or prevention of chronic
diseases. The Rojita variety also stood out for presenting a higher antioxidant activity (DPPH ICso
= 87.68 pg mL") and anti-inflammatory activity (ICso = 74.40 mg mL™"), which are attributed to

L-DOPA, routine and isoorientin, respectively

Keywords: Field, flavonoids, isoorientin, Parkinson's disease, performance, routine.

120



4.1 Introduccion

Las plantas medicinales tienen un papel importante en la salud. Su uso estd aumentando,
principalmente porque en comparacion con los medicamentos sintéticos son econdomicos,
asequibles y se evitan efectos secundarios que la medicina convencional provoca. Ademas, son
accesibles para personas de escasos recursos (Akinyemi et al., 2018). Sofowora et al. (2013) define
a una planta medicinal como “...cualquier planta que, en uno o mas de sus Organos, contenga
sustancias que puedan ser utilizadas con fines terapéuticos o que sean precursoras para la sintesis

de farmacos ttiles”.

Vicia faba L. es una leguminosa de la cual solo se utiliza el fruto para consumo humano o animal,
y se ha reportado ser una fuente rica de L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), ya que en distintas
partes u 6rganos de la planta acumula una gran cantidad de este metabolito (Etemadi et al., 2018a,
2018b). Las plantulas son las que acumulan una alta concentracion de L-DOPA a diferencia de sus
otros tejidos (Etemadi et al., 2018b), incluyendo al fruto. Por ejemplo, las plantulas frescas pueden
llegar a tener contenidos de este metabolito de hasta 20 veces mas en comparacion con el fruto de

haba (Vered et al., 1994).

L-DOPA es un compuesto utilizado por los enfermos de Parkinson para restaurar las
concentraciones de dopamina en el cerebro. La enfermedad est4 relacionada con la reduccion de
dopamina; alteracion que es provocada por la degeneracion de neuronas dopaminérgicas en la
sustancia negra, provocando una menor produccion del neurotransmisor. Lo que induce a los
principales sintomas de la enfermedad: bradicinesia, rigidez, temblor y alteraciones posturales y
de la marcha (Baroni y Zuliana, 2015). El suministro de L-DOPA a los enfermos de Parkinson, es
a través de medicamentos sintéticos. Sin embargo, se ha comprobado que el consumo de habas
(250 g de habas cocidas) en pacientes tiene un efecto similar al del farmaco, ya que mostré un
mejoramiento significativo en sus caracteristicas motoras, similares cuando se consume levodopa
(125 mg) més carbidopa (12.5 mg) de manera sintética (Rabey et al., 1992). También se ha
evaluado la biodisponibilidad de L-DOPA en el plasma sanguineo después del consumo de
plantulas frescas de haba (40 g, aproximadamente 120 — 130 mg de L-DOPA). Lo que genero un
aumento de la concentracion de L-DOPA y una mejoria en las caracteristicas motoras del paciente

similares a cuando se administra la droga (Vered et al., 1994).
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Por su efecto benéfico en los enfermos de Parkinson, V. faba podria ser considerada una planta
medicinal. La medicina tradicional vuelve a tomar direccion, pero ahora, junto con el conocimiento
cientifico si la ciencia se enfocara en su busqueda, los productos naturales podrian abordar los
procesos patologicos subyacentes asociados con el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas, como la enfermedad de Parkinson (Essa et al., 2014). V. faba al ser una fuente
natural de L-DOPA podria ser propuesta para su produccion (Patil ef al., 2013). La planta de esta
especie, a los 75 dias después de la siembra, tiene rendimientos importantes de L-DOPA que
pueden rondar hasta los 55.2 kg ha' MS, mientras que en las semillas los rendimientos rondan

entre 3.4 a 38 kg ha ' (Etemadi er al., 2018a) y de 4 a 46 kg ha™! (Etemadi et al., 2017).

Cabe resaltar que ademas de la L-DOPA, otros fitoquimicos derivados de otras especies de plantas
han demostrado disminuir o revertir la degeneracién neuronal observada en la enfermedad de
Parkinson. Debido a que estos compuestos pueden reducir la produccion de especies reactivas de
oxigeno, promueve el desarrollo de agentes contra la neuroinflamacion, la produccion de
dopamina, entre otras funciones que tienen en la prevencion y mitigacion de algunos de los signos
y sintomas de la enfermedad (Essa ef al., 2014). También, Ho ef al. (2012) recabaron informacion
sobre compuestos fendlicos, polisacaridos y oligosacéaridos que tienen un efecto potencial como
neuroprotectores; por su accion como antioxidante, antiinflamatorio y como agente
inmunomodulador, para prevenir o retrasar la progresion de enfermedades asociadas con la edad
como son el Alzheimer, Parkinson y degeneracion macular. Sin embargo, se requiere mayor
investigacion para conocer la viabilidad y la permeabilidad a través de la barrera hematoencefalica

de estos compuestos.

Ademas de L-DOPA, en la planta de V. faba se pueden encontrar compuestos fendlicos (Rhandir
y Shetty, 2003; Ortiz et al., 2019), isoflavonas como daidzeina y genisteina en tallo (Kaufman et
al., 1997; Fuentes-Herrera et al., 2020) y en plantulas (Kirakosyan et al., 2004), y glucdsidos de
Kaempferol en germinados (Okumura et al., 2016). Sin embargo, aun se requieren de estudios en
donde se identifiquen que otros metabolitos con propiedades bioactivas se podrian obtener del
tejido de la planta de haba para investigar el efecto sinérgico que pudiera tener y proponerla como

una planta medicinal con diferentes beneficios para la poblacion.

Hay evidencia de que la testa de la semilla de haba presenta actividad antioxidante y anti-

inflamatoria (Boudjou et al, 2013). Mientras que en el tejido de la planta de haba solo se ha
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reportado que tiene actividad antioxidante (Ortiz et al., 2019), pero se desconoce del efecto

antiinflamatorio que podria proporcionar.

Bajo la hipdtesis de que la planta de V. faba tiene contenidos importantes de compuestos bioactivos
y que presenta actividad antioxidante y anti-inflamatoria, demuestra que puede ser aprovechada
por el ser humano como suplemento y/o producto funcional para mejorar la salud. El estudio tuvo
dos objetivos: el primero fue determinar el contenido de compuestos fenolicos totales, flavonoides
totales y L-DOPA y obtener su rendimiento en plantas de cuatro variedades de haba mexicanas; el
segundo fue analizar en los extractos de las plantas su perfil de flavonoides, la actividad

antioxidante y actividad anti-inflamatoria in vitro.

4.2 Materiales y métodos
Siembra del material vegetal

Se utilizaron las variedades de habas mexicanas Rojita, ICAMEX V-31, Jos¢ Maria y Matlatzintla
de diferente precocidad, donadas por el Instituto de Investigacion y Capacitacion Agropecuaria
Acuicola y Forestal del Estado de México (ICAMEX). La siembra se realizd en campo en la
comunidad de San Agustin Calvario de San Pedro Cholula, Puebla (19° 03 03’ latitud norte, 98°
20’ 37" longitud oeste) el dia 11 de septiembre del 2019. Las semillas de las variedades se
sembraron en almacigo, en parcelas de 4,800 cm? (80 x 60 cm), con dos semillas por mata
aproximadamente a una profundidad de 5 cm, a una distancia de 20 cm entre plantas. La siembra
se realiz6 a una mayor densidad de plantas de como suele sembrarse cominmente, a una distancia
de 85 cm entre surcos y de 70 cm entre matas. Cada parcela fue una repeticion y se establecieron

cuatro repeticiones por variedad (Figura 4.1).
Identificacion y recoleccion del material vegetal

En campo se visitd el terreno de cultivo todos los dias entre las 8:00 y 10:00 am, y cuando las
plantas comenzaron a emerger se identifico el dia de la emergencia con estambres de colores, asi
como se realizé en el Capitulo I y II. De esta manera se realizé el monitoreo del desarrollo de las
plantas de las cuatro variedades de habas mexicanas hasta los 20 dias después de la emergencia

(DDE), inmediatamente las plantas se cosecharon (+ 1 dia). En la Figura 4.1 A del Anexo 4A se
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presentan las imagenes del desarrollo de la planta de la variedad Matlatzintla, del primer dia de la

emergencia hasta el dia veinte de desarrollo.

Figura 4.1 Siembra de Vicia faba L. a mayor densidad; a) productor de haba cuadrando el terreno,
b) vista frontal del encuadre del suelo a una distancia de 20 cm entre matas (2 semillas
por mata), c) vista lateral de las parcelas, d) vista frontal de las parcelas.

Procesamiento del material vegetal

El material vegetal que germind imediatamente se clasifico como de germinacidon violenta,
mientras que el material que tard6 en germinar se clasifico como de germinacion lenta. Una vez
que el material vegetal fue cosechado (planta de 20 DDE sin raices), se cont6 el nimero de foliolos
completos a cada planta, posteriormente se hicieron grupos de tres plantas de la misma variedad y
parcela, se trocearon y colocaron en una bolsa de papel y se registré su peso en una balanza

analitica. Inmediatamente se secaron en estufa de conveccion forzada (SHEL LAB, 1370FX,
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E.U.A.) a 38 °C durante 24 h aproximadamente hasta que el porcentaje de humedad del material
vegetal, determinado en termobalanza (OHAUS, MB 45), estuviera entre 7 - 10 %. Las plantas
secas se trituraron en un triturador de granos de café (KRUPS, GX4100, E.U.A.), y se tamizd a
500 pm (tamafio de particula). El polvo se almacen6 en bolsas de papel celofan en refrigeracion

(4 £ 1 °C) para su posterior uso en las diferentes determinaciones.

De cada variedad de haba se tuvo el registré de la cantidad de plantas por parcela, y se evalud el
rendimiento de los compuestos bioactivos analizados en el material vegetal por planta, por

kilogramo y por metro cuadrado.
Variables agroambientales

En el campo donde se establecid el experimento se coloco un datalogger (HOBO, U12-012),
durante el tiempo de crecimiento de las plantas para registrar las variables agroambientales
temperatura (°C), humedad relativa (%) e intensidad luminosa (lum sqf™), que se transform6 en
densidad de flujo de fotones fotosintéticos (DFFF, pmol m™ s™) (Figura 4.2). En la Figura 4.3 se
observan los valores medios de las variables agroambientales en tres intervalos de tiempo en el dia
(7:00 a 10:00 am, 11:00 am a 14:00 pm y 15:00 a 18:00 pm) durante todo el desarrollo de las
plantas. En el Cuadro 4.1 se muestran los valores medios de cada variable ambiental en tres

intervalos de tiempo en el dia.
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Figura 4.2 Variables agroambientales registradas en campo durante el desarrollo de plantas de
Vicia faba L a los 20 dias después de la emergencia. Cada caja representa 48 datos por
dia. El primer y tercer cuartil representa la mayor distribucion de los valores, mientras
que el segundo cuartil indica la mediana de los valores. Los brazos representan los
valores minimos y maximos y los puntos externos los datos atipicos. Densidad de flujo
de fotones fotosintéticos (DFFF).
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Figura 4.3 Medias de las variables agroambientales registradas en campo en tres intervalos de

tiempo en el dia (7:00 a 10:00 am, 11:00 am a 14:00 pm y 15:00 a 18:00 pm), durante
el desarrollo de las plantas de Vicia faba L. de 20 dias después de la emergencia.

Densidad de flujo de fotones fotosintéticos (DFFF).
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Cuadro 4.1 Medias generales de las variables agroambientales en los intervalos de tiempo de 6:00
a10:00 am, 11:00 am a 14:00 pmy 15:00 a 18:00 pm en el dia, durante el crecimiento
de las plantas de Vicia faba L.

Hora dia
07:00 a 10:00 11:00 a 14:00 15:00 a 18:00
T (°C) 20.32 43.24 39.21
HR (%) 86.39 41.86 43.95
DFFF (umol m? s™) 43.47 517.22 381.63

T: temperatura, HR: humedad relativa, DFFF: densidad de flujo de fotones fotosintéticos.

Determinacion de compuestos fenolicos totales y flavonoides totales

Extraccion. Para la extraccion de los compuestos fendlicos se pesaron 10 mg de polvo de planta
de haba y se diluyeron con 10 mL de 100 % metanol (J.T. Baker, 9070-03). La mezcla se
homogenizd y se llevd a un bafio ultrasonico durante 30 min (Auto Sd Science, AS5150B).
Después se centrifugd a 4,600 g (7000 rpm, rotor de 8.39 cm de radio) a 4°C (2 min) (HERMLE,
7326K), se extrajo el sobrenadante y el extracto se depositd en tubos eppendorf para ser

almacenados a -20 °C previo a su andlisis.

Analisis. Las determinaciones de compuestos fenolicos totales y flavonoides totales, se realizaron

de acuerdo a las metodologias utilizadas en los Capitulos I y II.
Determinacion de L-DOPA por espectrofotometria UV-Visible en microplaca

Extraccion. La extraccion de L-DOPA se realizd de acuerdo a la metodologia propuesta por
Polanowska et al. (2019) con algunas modificaciones. Se pesaron 40 mg de la muestra y se coloco
en un tubo falcon de plastico de 15 mL, posteriormente se agregd 7 mL de la solucion extractora
0.2 % &c. acético (v/v). Se sonico durante 20 s con el equipo Ultra-Turrax a 21 500 rpm (IKA, T25
basic S1). Después los tubos se colocaron inclinados en un orbital (Daigger, OR100) durante 20
min, pasados 10 min los tubos se giraron y se deja transcurrir el tiempo restante. La mezcla se
filtr6 al vacio en un matraz kitasato con papel filtro No. 42 (Whatman, 1442-055). El extracto se
coloco en eppendorf'y se conservo en refrigeracion a (4 °C), seguidamente fue analizado debido a
que el extracto solo es estable por 24 h sin que se empieza a oxidar, por lo que, los andlisis se
realizaron el mismo dia de la extraccion o al dia siguiente (Figura 4.4). Aunque Polanowska et al.

(2019) desarrollaron un método simple y robusto para la extraccion de L-DOPA proveniente de
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semillas de haba, en este estudio se prob¢ la eficacia del método con los tejidos de la planta de
haba. Asi que previo a la estandarizacion del método de extraccion se realizaron algunas de las
evaluaciones que los autores realizaron: concentracion de la solucion extractora al 0.1 (pH 4.80)
0.2 (pH 4.66) y 0.3 % (4.36 pH) y el incremento de la concentracion de L-DOPA con una doble

extraccion.

7 mL Ac. acético
. N al0.2%

20 s, 21 500 rpm

Refrigeracion (4°C)

-Fi.ltr cion al vacio con
papel filiro No. 42

Figura 4.4 Procedimiento de la extraccion de L-DOPA en Vicia faba L.

Analisis. Se realizé con base en la metodologia propuesta por Rahmani-Nezhad ez al. (2018). La
metodologia se adaptd para espectrofotometria en microplaca. En una microplaca UV de fondo
plano se adicionaron 10 uL del extracto (5.7 mg mL™) o estdndar, se agregaron 20 uL de nitrito
de sodio (NaNO3) al 3 % (p/v) y 10 uL de 4cido clorhidrico (HCI) a una concentraciéon de 1 mol
L', la mezcla se agitd y se dejo reposar por 5 min, se observa como la mezcla se torna amarilla.
Pasado el tiempo se agregd 30 uL de hidroxido de sodio (NaOH) 1 mol L y se dejo reposar por
5 min, la mezcla toma una coloracién rojiza. Transcurrido el tiempo se agregaron 180 pL de agua
destilada y se ley6 a 253 nm. Para definir la longitud de onda a la que el ensayo registra la maxima

absorbancia, se realizé un barrido al extracto en el rango de 200 — 600 nm contra un blanco
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(conteniendo los mismos reactivos del ensayo, excepto el analito), y se registrd una Amax a los 253
nm. Se utilizo el estdndar de L-DOPA (Sigma, No. Cat. PHR1271) disuelto en una solucion de 0.2
% de 4cido acético quedando una concentracién de 84 pug mL™! para elaborar una curva de

calibracion de 3.36 — 33.6 pg mL™! (Figura 4 .5).

NaNO23% +HCIIM [ NaOH IM. |:.'> H20

(reposar 3 min)

{reposar 3 min)

o ) 14
b) ) L-DOPA
i L2 *
1 Fy 1.0
§ 0 \\ ! EL
. \ S 03
an ™ T 'ﬂl—i
2 06 y=0.0354x+0.05
-2 d
\,_,_-\ iz R2=0.9916
ot | I 02
o 0.0
p” - " 0 5 10 15 0 25 30 35 40
-1
Amax 253 nm hmL

Figura 4.5 Determinacion de L-DOPA por espectrofotometria UV-visible en microplaca, a)
reactivos y coloracion de la reaccion para la determinacion de L-DOPA, b) espectro
de absorcion de 200 — 600 nm, c) curva de calibracion.

Actividad antioxidante por el método 2,2-difenil-1-picrilhidrazil

Extraccion. Se pesaron 5 mg de polvo de planta de haba y se agregaron 5 mL de metanol. La
mezcla se agito con vortex y posteriormente se coloco en un baio ultrasonico (Ultrasonic Cleaner,

AS5150B) durante 30 min. La mezcla se centrifugd a 7 000 rpm a 4°C durante 5 min (HERMLE
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Labortechnick, Z 326 K) y el sobrenadante se colocd en eppendorf para ser almacenados en

congelacion a — 20°C hasta su analisis.

Analisis. Para evaluar la actividad antioxidante del material vegetal se utiliz6 la metodologia de
actividad antioxidante por el método de 2, 2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) de acuerdo con

Viveros-Antonio (2018).

El extracto se diluyo con metanol para tener concentraciones de 40, 60, 80, 100, 130, 160 y 200
ug mL!. Se realizo un stock de DPPH (Sigma-Aldrich, D9132) a una concentracién 1 mM. Se
pesaron 39.432 mg de DPPH y se aforaron a 100 mL con metanol. Le mezcla se sonico por 5
minutos. El stock de DPPH se guard6 en refrigeracion a 4°C (stock que dura dos semanas
aproximadamente en refrigeracion). Previo al analisis se tomaron 10 mL del stock y se aforaron a
100 mL con metanol para tener una concentracién de 0.1 mM de DPPH. Con esta concentracion

se realiz6 el analisis de actividad antioxidante.

En una microplaca (Costar de 96 pozos de fondo plano de polipropileno) se colocaron 50 pL del
extracto a las diferentes concentraciones (40, 60, 80, 100, 130, 160 y 200 pg mL") y se agregaron
200 pL. de DPPH (0.1 mM). Para el blanco se utilizaron 50 uL. de metanol. Se coloco la placa
dentro del espectrofotometro (Thermo Scientific, Varioskan flash) y se programé el equipo para
que la microplaca se agitara a una velocidad de 960 spm durante medio minuto para que las
sustancias se mezclaran. Finalmente, se registr6 la absorbancia cada minuto a una longitud de onda
de 521 nm durante un periodo de 30 min. Se observo que la absorbancia y la coloracion violeta de

la reaccion van disminuyendo conforme transcurre el tiempo.

Con los resultados se obtuvo el porcentaje de inhibicion (% I) de acuerdo a la Ecuacion 4.1, que

es el radical DPPH neutralizado por el extracto a una determinada concentracion.
Ecuacion 4.1

% 1 = Absorbancia del blanco — Absorbancia de la muestra x 100

Absorbancia del blanco

Se calcul6 la concentracion media inhibitoria o también denominado Clso, que causa la reduccion
del 50 % de color y concentracién del DPPH. Esta se obtiene graficando concentracion contra %
I'alos 30 min y a través de la regresion lineal obtener la ecuacion de la recta. Posteriormente de la

ecuacion de la recta, se despeja X, mientras que el valor de Y serd 50 (representando el 50 % de
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inhibicion). De esta manera el valor de X representara la concentracion de la muestra para lograr

el 50 % de inhibicion del DPPH, por lo que a mayor actividad oxidante el valor de Clso sera menor

(Figura 4.6).

b) 90 -

70 1

% inhibiciéon Cls

30 1

20

10

60 -

50 1

40 -

y=0.5225x - 5.0623
R2=0.9976

S1LIM

40 60 80 100 120 140 160 180
Concentraciéon (ug mL'l)

Figura 4.6 Actividad antioxidante por el método de 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl; a) imagen de
la coloracion de la reaccion, b) obtencion del Clso de la variedad José Maria.

Ensayo de Actividad anti-inflamatoria in vitro

Extraccion de la muestra. Se pesaron 2.5 g de polvo de tejido de planta de haba y se agregaron

100 mL de metanol (MERCK, MX0485-7). La mezcla se coloc6 en un bano ultrasénico por 10

minutos a potencia 5 (2 veces). Posteriormente la mezcla se filtr6 al vacio en un matraz kitasato

con papel filtro No. 42 (Whatman, 1442-055), el filtrado se deposita en un matraz de bola a peso
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constante. El extracto se concentré en un rotavapor (Heidolph, Laborota 4000) a 37°C hasta
sequedad. El matraz de bola se pesé con el extracto seco para poder obtener el rendimiento y
seguidamente se re-suspendid6 con 2 mL de agua destilada para realizar las distintas

concentraciones con agua destilada a 12.5, 25, 50, 100 y 200 mg mL™! (Figura 4.7).

Extracciéon

— _ . (AN
Pesar 2.5 g muestra Baiio ultrasénico Filtracién al vacio Concentracion (37°C)

(10 min, potencia 5)

Figura 4.7 Procedimiento de la extraccion para la determinacion de la actividad anti-inflamatoria.

Andlisis. El analisis se realizd de acuerdo a las metodologias propuestas por Mizushima y
Kobayashi (1968) y Sakat et al. (2010) con modificaciones. El ensayo se base en que las proteinas
son desnaturalizadas por la accion térmica y los fArmacos con accion antiinflamatoria tienen la
capacidad de estabilizar las proteinas (Mizushima y Kobayashi, 1968). En tubos de vidrio se
colocaron 450 pL de albumina de suero bovino al 1% (Sigma-Aldrich, 05470) diluida en agua
destilada. Posteriormente a cada tuvo se les agregd 50 uL. de las distintas concentraciones del
extracto, mientras que para el control negativo se utilizo 50 uL. agua desionizada (Figura 4.8). La
mezcla se agitdé con vortex (Scientific industries, SI-A236) durante 10 s y seguidamente se
colocaron en un bafio de agua (Thermo Scientific, 2841) a 37°C durante 20 min, transcurrido ese
tiempo se aument6 la temperatura del bafio hasta 58°C y ahi se dejaron los tubos para que
paulatinamente comenzara a subir la temperatura hasta que concluyera la incubacion (proceso que
tardo 30 — 32 min). Después los tubos se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se les agregd
2.5 mL de buffer de fosfato salino (PBS, por sus siglas en inglés) al 0.1 M a pH 6.3. El pH del

buffer se ajustd con una soluciéon de HCl al 1N. La turbidez [proteina desnaturalizada por la accién
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térmica] se midio con un espectrofotdmetro (ThermoElectron Corporation, Evolution 300) a 660
nm contra el vehiculo PBS. El experimento fue realizado por triplicado. El porcentaje de inhibicion
fue calculado con la Ecuacion 4.2. Con los resultados se realiz6 un andlisis de regresion lineal para

obtener el valor de CI50.

Figura 4.8 Actividad anti-inflamatoria de extractos de tejidos de planta de haba a distintas
concentraciones (12.5 — 200 mg mL™!). C: Control negativo, E: extracto.

Ecuacion 4.2

% Inhibicion = Absorbancia del control negativo — Absorbancia de la muestra x 100

Absorbancia del control negativo

Como control positivo se utilizé diclofenaco sédico en ampolleta (Pharmalife®), para observar el
efecto de la inhibicion de la desnaturalizacion de la proteina de suero bovino. El diclofenaco sddico
fue diluido con solucioén isoténica de NaCl (J.T. Baker, 3624-01) para obtener las concentraciones

de 25, 50, 100, 200, 400, 800 y 100 pg mL! y ser evaluadas (Figura 4.9).
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Figura 4.9 Efecto del diclofenaco sddico en la inhibicion de la turbidez a distintas concentraciones
(25 — 1000 pg mL"). a) Imagen del ensayo C: Control negativo, D: diclofenaco, b)
grafico del porcentaje de inhibicion.

Determinacion de L-DOPA, rutina e isoorientinas por HPLC

Extraccion. Se pesaron 3 g de polvo de tejido de planta de haba y se agregaron 100 mL de metanol
(MERCK, MX0485-7). La mezcla se coloco en un bafio ultrasoénico por 10 minutos a potencia 5
(2 veces). Posteriormente la mezcla se filtr6 al vacio en un matraz kitasato con papel filtro No. 42
(Whatman, 1442-055), el filtrado se colocd en un matraz de bola. El extracto se concentr6 en un
rotavapor (Heidolph, Laborota 4000) a 37°C hasta sequedad. El extracto se raspo para
posteriormente ser pesado en una balanza analitica, se depositd en frasco &mbar y se almacen6 en

refrigeracion (-4 °C) hasta su anélisis.
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Analisis: Se tomo una parte de los extractos y se diluyeron con metanol 100 % a una concentracion
de 2 mg mL'. Para el andlisis se utilizé6 un equipo HPLC (Waters, modelo Alliance 2695) con un
detector de arreglo de diodos (Waters 2996) y una columna SUPELCO C18 (25 mm longitud x
4.6 mm de diametro interno, 5 um tamafio de particula) (Sigma-Aldrich, 504971). Las fases
moviles empleadas fueron con solventes grado HPLC. Fase movil A: agua acidulada (agua con
0.5 % TFA: é4cido trifluoroacético) y fase mévil B: acetonitrilo. Se utilizo un gradiente durante un
tiempo de corrida de 30 min (Cuadro 4.2). Se inyectaron 10 pL. de muestra con un flujo de 0.9 mL
min’!. La temperatura de la columna fue de 27°C y la presién en la que se mantuvo el equipo fue
1528 psi. La deteccion de los compuestos fue 280 y 350 nm. La curva de calibracién se realizd
con los respectivos estandar L-DOPA (Sigma, PHR1271), rutina (Sigma, R5143) e isoorientinas
(Sigma, 11536) los cuales se disolvieron con 100 % metanol para realizar las respectivas curvas de
calibracion en los rangos de 31.25 — 1000 ug mL™!, 12.5 —200 ug mL!'y 12.5 — 200 ug mL"'. El
tiempo de retencion de los estandares fue L-DOPA 4.55 min, rutina 8.6 min e isoorientinas 8.69 y
8.84 min (Figura 4.10). Por los insumos y el tiempo requerido para estas determinaciones se

consideraron a las 4 variedades de haba con 3 repeticiones.

Cuadro 4.2 Gradiente para la utilizacion de las fases

moviles.
Fase Movil
Tiempo (min) A (%) B (%)
0 100 0
1 100 0
2 100 0
3 95 5
4 95 5
20 70 30
21 50 50
22 50 50
23 50 50
24 20 80
25 20 80
26 0 100
27 0 100
28 100 0
30 100 0
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Figura 4.10 Cromatograma del extracto metanoélico de planta de Vicia faba, a) L-DOPA (pico 1) a

280 nm, b) rutina (pico 1) e isoorientinas (pico 2y 3) a 350 nm.

Analisis estadisticos

Para los resultados de compuestos fenolicos totales, flavonoides totales, L-DOPA determinados

en espectrofotometria UV-visible, y para las actividades antioxidante y anti-inflamatoria en

extractos de las plantas de haba, bajo un disefio de bloques completos al azar, se realizaron analisis

de varianza (ANOVA), prueba de comparacion de medias de Tukey con un nivel de significancia

p <0.05y correlaciones de Pearson.

Los resultados obtenidos con el equipo HPLC de L-DOPA, rutina e isoorientinas, al igual que la

biomasa y rendimientos se analizaron bajo un disefio completamente al azar, en donde se realizaron
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los andlisis estadisticos: andlisis de varianza (ANOVA) y prueba de comparacion de medias de

Tukey con un nivel de significancia p < 0.05.

Todos los analisis fueron realizados con el paquete estadistico SAS version 9.

4.3 Resultados y Discusion
Evaluacion de la metodologia de extraccion y cuantificacion de L-DOPA

Se evaluo la concentracion del acido acético de la solucion extractora al 0.1 0.2y 0.3 %, en donde
los resultados (86.64, 98.68 y 49.34 mg g! MS, respectivamente) evidenciaron que la
concentracion de 0.2 % fue la que extrajo una mayor cantidad de L-DOPA. Una extraccioén de
solucion acuosa con acido acético es mejor solvente que el agua para la extraccion de L-DOPA,
esto podria deberse a la disociacion de L-DOPA en condiciones acidas (Polanowska et al., 2019)
Asi mismo Inamdar et al. (2012) indican que el pH es un factor critico para el rendimiento de la
extraccion de este metabolito. En polvo de semillas de Mucuna monosperma, la L-DOPA fue mas
soluble en pH 4cido (pH 4.0) alcanzando un rendimiento de 5.48 % con base en peso seco a
diferencia de pH 7 o 9 que tuvieron rendimientos menores (4.96 y 4.18 % en peso seco,

respectivamente).

No fue necesario realizar una segunda extraccion como lo propone Polanowska ef al. (2019), ya
que en los extractos del tejido de la planta de haba se observé que el aumento del contenido de L-
DOPA fue bajo (14 %), a diferencia de lo que obtuvieron los autores con las semillas de haba (35

%).

Al adaptar el método espectrofotométrico de una celda para la cuantificacion de L-DOPA a un
método espectrofotométrico en microplaca de 96 pocillos, se detectd que el gasto de insumos se
redujo 100 veces y el tiempo para determinar las muestras es mas eficiente, ya que, en lugar de
analizar solo una muestra con una celda en un tiempo estimado de 20 minutos, se pueden

determinar alrededor de 40 muestras en ese mismo periodo de tiempo.
Analisis de varianza de compuestos bioactivos

El analisis de varianza de los resultados de CFT, FT, L-DOPA, DPPH (Clso) y AANTI (Clso) de
las plantas de variedades de haba, indic6 que hubo efecto significativo (p < 0.05 y p <0.01) en

casi todas las variables, excepto en AANTI (Clso), posiblemente debido a que los compuestos que
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confieren la actividad antinflamatoria presentan poca variacion entre variedades. Por fuente de
variacion, variedad (VAR) mostro tener efecto altamente significativo (p < 0.01) en todas las
variables a excepcion de AANTI (Clso), mientras que germinacion (GER) y la interaccion de

VAR*GER solo la variable CFT present6 efecto altamente significativas (p < 0.01) (Cuadro 4.3).

Cuadro 4.3 Andlisis de varianza de compuestos bioactivos en plantas de variedades de Vicia
faba L. de 20 dias después de la emergencia.

Cuadrados Medios
Variable Media CV (%) VAR GER VAR*GER
CFT 126.53* 9.42 868.20** 427.61%* 15.55%*
FT 103.62* 13.64 1424 17** 0.05 63.18
L-DOPA 78.81%* 13.94 587.31% 2.94 77.29
DPPH (Clso) 96.92%** 5.31 398.03** 28 41.85
AANTI (Clso) 87.74 19.57 416.54 0.92 334.35

VAR: variedad, GER: germinacion, CFT: compuestos fenolicos totales (mg EAG g ' MS), FT:
flavonoides totales (mg EQ g ' MS), L-DOPA: L-3,4-dihidroxifenilalanina (mg g ' MS), DPPH:
actividad antioxidante frente al radical DPPH (Clso) (ug mL '), AANTL: actividad anti-inflamatoria
(ClIsp) (mg mL 1), CV: Coeficiente de variacion. NS: Estadisticamente no significativo, *p < 0.05:
Efecto significativo, **p < 0.01: Efecto altamente significativo.

Contenido de compuestos fendlicos totales, flavonoides totales y L-DOPA

El contenido mas alto de CFT presentado en las plantas de variedades de haba de 20 DDE fue en
la variedad Matlatzintla (135.62 mg EAG g!' MS), la cual no fue estadisticamente diferente (p <
0.05) a la variedad Rojita (131.64 mg EAG g MS) (Figura 4.11). Los contenidos de CFT en las
plantas de las cuatro variedades de haba (111.82 - 135.62 mg EAG g MS) fueron mayores a los
reportados por Ortiz et al. (2019) (94.16 mg EAG g! MS) (Cuadro 4.1A del Anexo 4A). Al parecer
los contenidos de CFT en plantas son superiores a los presentados en las semillas de haba de otros
estudios. Por ejemplo, en las variedades botanicas major y minor tuvieron valores de 2.62 y 4.3
mg EAG g ! MS, respectivamente (Valente et al., 2019). Sin embargo, Boudjou et al. (2013)
reportan valores en las variedades major y minor de 30.93 y 42.44 mg g'' MS de equivalente de

catequina, respectivamente.

El contenido de FT en las plantas de las variedades de haba muestra que las variedades Matlatzintla
y Rojita tuvieron los contenidos mas altos y no fueron diferentes estadisticamente (118.58 y 111.17

mg EQ g MS, respectivamente) (Figura 4.11). Los contenidos de FT en plantas de haba son
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superiores a lo cuantificado en haba verde completa (testa + cotiledon) de la variedad major 0.11

mg g EQ MS y minor 0.14 mg g EQ MS (Boudjou et al., 2013).
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Figura 4.11 Contenido de compuestos fenolicos totales (CFT), flavonoides totales (FT) y L-
DOPA en plantas de variedades de haba. Los datos son la media + desviacion
estindar. Medias con letras distintas entre variedad por cada compuesto son
diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey (p < 0.05).

Respecto al contenido de L-DOPA, la variedad Rojita presentd el contenido mas alto (88.04 mg g’
' MS), pero no fue diferente estadisticamente (p < 0.05) a las variedades ICAMEX-V31 y
Matlatzintla. Mientras que la variedad José Maria present6 el contenido mas bajo (67.30 mg g’!

MS) (Figura 4.11) (Cuadro 4.1A del Anexo 4A).

En plantas consideradas medicinales de otras especies se pueden encontrar contenidos inferiores
de compuestos bioactivos a diferencia de los contenidos presentados en este estudio. Por ejemplo,

las flores de diferentes especies medicinales silvestres, tales como Crataegus monogyna, Cytisus
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multiflorus, Malva sylvestris y Sambucus nigra, tienen contenidos de CFT que varian de 5 — 55
mg g”! MS (Barros et al., 2012). Al igual en plantas medicinales reconocidas en la India presentan
contenidos menores de CFT y FT como en Aerva lanata (0.227 mg EAG g' MS y 0.069 mg EQ
g’ MS), Hygrophila schulli (0.075 mg EAG g! MS y 0.003 mg EQ g! MS) y Biophytum
reinwardtii (0.135 mg EAG g!' MS y 0.018 mg EQ g'! MS) (Sulaiman y Balachandran, 2012).

Actividad Antioxidante (DPPH)

Los extractos de metanol de plantas de variedades de haba de 20 DDE mostraron un nivel alto de
actividad captadora de radicales. A la concentracién de 200 pg mL! se presentdé su maximo
porcentaje de inhibicion, alrededor de 80 % a los 10 min de la reaccion (Figura 4.12). Entre las
variedades de haba, la variedad Rojita tuvo una mayor actividad antioxidante (Clso= 87.68 ng mL
) y fue diferente estadisticamente a las variedades José Maria y Matlatzintla (Cuadro 4.1A del
Anexo 4A). Ortiz et al. (2019) también report6 actividad antioxidante en extractos de plantas de
variedades de haba de 20 DDE, sin embargo, los valores de actividad antioxidante fueron menores
a lo reportado en este estudio (Diamante Clso=121.04 pg mL™"' y Zac-22 Cl50=130.27 pg mL™).
Esta actividad antioxidante puede atribuirse al contenido alto de L-DOPA que se encontr6 en los
tejidos de la planta de haba (Cuadro 4.3), ya que un estudio revela que, en extractos de germinados
de haba, este metabolito contribuy6 altamente en la actividad antioxidante a diferencia de los

glucosidos de kaempferol (Okumura et al., 2016).

En los tejidos de V. faba se presenta una actividad antioxidante mayor a diferencia del fruto o de
otros tejidos de otras especies. Ya que el estudio de Okumura et al. (2016) demuestra que los
germinados de haba tienen un mayor porcentaje de actividad captadora de radical DPPH a 100 pg
mL! (70 % aproximadamente), a diferencia del haba (fruto) (10 % aproximadamente) y de los
germinados de rdbano blanco, brocoli y col roja (15, 12 y 25 % aproximadamente,
respectivamente). Sin embargo, se ha demostrado que la actividad antioxidante de V. faba depende
de algunos factores como: el estado de madurez, el tejido o fraccion de haba que se esté evaluando,

asi como de los métodos de coccion (Boukhanouf et al., 2016).
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Figura 4.12 Actividad antioxidante reportada como porcentaje de inhibicion (% I) de los extractos
de la planta de variedades de Vicia faba L. de 20 dias después de la emergencia.

Actividad anti-inflamatoria in vitro

Es la primera vez que se reportan los resultados de un ensayo de actividad anti-inflamatoria in
vitro con extractos de tejidos de planta de haba. Con la concentracion de los extractos de 12.5 a
200 mg mL"" se observa como el porcentaje de inhibicién se incrementa en todas las variedades
de haba (Figura 4.13 a). El porcentaje de inhibiciéon a 150 mg mL ™' muestra que la variedad Rojita
tiene el mayor porcentaje (76 %) (Figura 4.13 b). El Clso de la AANTI en promedio fue de 87.74

mg mL!, siendo la variedad Rojita la que presenté la maxima actividad anti-inflamatoria con un
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Clso de 74.40 mg mL! sin presentar diferencias estadisticas con las dem4s variedades de haba

(Cuadro 4.1A del Anexo 4A).

El farmaco diclofenaco sodico es un antiinflamatorio, el cual su principal mecanismo de accion
esta relacionado con la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas, por inactivacion reversible de
la enzima ciclooxigenasa (Claria, 2001). Dicho medicamento se us6 en el ensayo como referencia
para ver la inhibicion de la turbidez provocada por la desnaturalizacion de la proteina de albumina
de suero bovino inducida por el calor. El Clso del diclofenaco soédico (a una concentracion de 25 a
1000 pg mL") fue de 204.36 ug mL™!, por lo que el efecto del fArmaco fue mayor a diferencia de
los extractos de variedades de haba (Rojita Clso=74.40 mg mL"!, ICAMEX-V31 CI5=99.14 mg
mL"!, José Maria Clso= 90.22 mg mL"', Matlatzintla CIso=87.87 mg mL™"). El efecto inhibitorio de
la desnaturalizacion de la albumina de suero bovino se ha demostrado en otras especies como en
el extracto de la planta de la especie Oxalis corniculata que tuvo 85.92 % de inhibicidon con 0.8
mg mL"! (Clsp de 0.288 mg mL™") (Sakat et al., 2010). Mientras que el extracto de hojas de
Syzygium zeylanicum con 0.25 mg mL™" mostré 76.92 % de inhibicién (Anoop y Bindu, 2015).

En el presente estudio se comprobd que el tejido de la planta de haba tiene un efecto
antiinflamatorio in vitro frente a la desnaturalizacion de proteinas. Este efecto puede deberse al

tipo de polifenoles encontrados en el tejido vegetal.

También se ha comprobado que en extractos etanolicos de la testa de haba hay actividad anti-
inflamatoria in vitro con inhibidores de lipoxigenasa (15-LOX), en donde se encontr6 que 114.1
pg mL! de la variedad minor y 192.2 pg mL™! de la variedad major inhiben un 50% de la enzima

LOX (Boudjou et al., 2013).
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Figura 4.13 Actividad anti-inflamatoria de extractos de planta de variedades de haba, a) Porcentaje
de inhibicién de 12.5 a 200 mg mL™', b) Porcentaje de inhibicion de la actividad anti-
inflamatoria a 150 mg mL™".

Correlaciones de compuestos bioactivos y actividad biofuncional

Entre las variables analizadas, solo algunas presentaron correlacion. Compuestos fendlicos
correlacionaron positivamente con flavonoides (r = 0.55247*%*), asi como se presentd en extractos
de haba (=0.558**) (Boukhanouf et al, 2016). También, compuestos fenolicos tuvieron

correlacion positiva débil pero significativa con L-DOPA (r = 0.35554%*), esto es posiblemente
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debido a que L-DOPA forma parte del grupo de compuestos fendlicos (Soares et al., 2014).
Ademas, el contenido de compuestos fendlicos mostrd una correlacion negativa moderadamente
alta con DPPH (Clso) (» =-0.58127*%*), sin embargo, a diferencia de los resultados en este estudio,
en extractos de haba los compuestos fendlicos presentaron una correlacion positiva alta con DPPH
(r = 0.993**) (Boukhanouf et al., 2016). Esta diferencia en correlacion se pudo deber a que la
actividad antioxidante se expres6 con el valor de Clso (la concentracion media inhibitoria para
disminuir la concentracion inicial de DPPH al 50%), por lo que a mayor contenido de compuestos
fendlicos menor va ser el valor de Clso, por su efecto antioxidante. Mientras que Boukhanouf et al.
(2016) expresaron el valor de actividad antioxidante considerando al acido galico como estandar
(miligramo de 4cido galico equivalente por gramo de MS, mg EAG g MS), asi que a mayor
contenido de compuesto fenolico, mayor serd la actividad antioxidante. L-DOPA tuvo una
correlacion negativa moderadamente alta con DPPH (Clso) ( = -0. 57112**) (Cuadro 4.4). La
correlacion puede atribuirse a que la L-DOPA contribuye con la actividad antioxidante (Okumura

et al., 2016).

Cuadro 4.4 Coeficiente de correlacion de Pearson de compuestos bioactivos y actividad
biofuncional de plantas de variedades de haba de Vicia faba L. de 20 DDE.

CFT FT L-DOPA DPPH(Cl50) AANTI
CFT 1 0.55247%* 0.35554%* -0.58127** -0.32703

FT 1 0.17007 -0.25052 -0.18082

L-DOPA 1 -0.57112%* -0.23207
DPPH (Clso) 1 0.52124

CFT: compuestos fenolicos totales, FT: flavonoides totales, L-DOPA: L-34-
dihidroxifenilalanina, DPPH: actividad antioxidante (Clso) frente al radical DPPH, AANTI:
actividad anti-inflamatoria (Clso). *p<0.05: estadisticamente significativo, **p<0.01:
estadisticamente muy significativo.

Rendimiento de compuestos bioactivos

Entre las variedades de plantas, la biomasa en materia fresca varié de 10.58 - 16.28 g, siendo la
variedad José Maria la que presentdé mayor biomasa mientras que la variedad Matlatzintla tuvo la
menor. Por unidad de superficie la variedad Jos¢ Maria tuvo una mayor cantidad de biomasa

(639.59 g m™? MF) y fue estadisticamente diferente a las demas (Cuadro 4.5).
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De igual forma el contenido de la biomasa en materia seca de la variedad José Maria fue mayor
(2.11 g), en contraste con la variedad Matlatzintla con el contenido menor (1.46 g). Por unidad de
superficie la variedad José Maria tuvo una mayor cantidad de biomasa (83.25 g m?MS) y fue
estadisticamente diferente a las demas. Estas tendencias fueron similares a lo presentado en la

biomasa evaluada en materia fresca (Cuadro 4.5).

Con los datos del estudio se calcul6 el rendimiento de compuestos fenolicos, flavonoides y L-
DOPA estimados en g planta™, g kg”! y g m™, considerando que el rendimiento es el producto de
la concentracién del metabolito por su biomasa (Bumgarner et al., 2012; Etemadi et al., 2018a,
2018b). Los resultados variaron entre las diferentes variedades de haba mexicanas. De compuestos
fenolicos se tuvieron rendimientos de 111.77 — 131.65 g kg! MS y de 7.58 — 9.30 g m™> MS. Para
flavonoides se encontraron rendimientos de 0.16 —0.21 g planta”’ MS y de 113.57 — 92.17 g kg™
MS. De L-DOPA se encontraron contenidos que van de 0.11 — 0.17 g planta’ MS, mientras que
se pueden encontrar de 67.81 — 87.53 g kg! MS. Sin embargo, se observa que los rendimientos
mas altos evaluados por area se obtuvieron de las plantas de la variedad Jos¢ Maria: CFT (9.30 g
m2 MS), FT (8.08 g m?MS) y L-DOPA (5.64 g m>MS), mientras que los rendimientos mayores
evaluados por planta se encontraron en la variedad Rojita: CFT (0.25 g planta! MS), FT (0.21 g
planta’ MS) y L-DOPA (0.17 g planta' MS) (Cuadro 4.5). Se puede observar que tanto el
contenido del metabolito como la biomasa son parametros indispensables para evaluar los

rendimientos en distintas variedades y de esta manera tener un mejor pardmetro de seleccion.

Los rendimientos generados de compuestos bioactivos en V. faba o en otra especie son importantes
para considerar una produccidon masiva para su obtencion y posible utilizacion como productos

naturales en el tratamiento o prevencion de enfermedades cronicas.
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Cuadro 4.5 Biomasa y rendimiento de compuestos bioactivos por planta, por kilogramo y por metro cuadrado de cuatro variedades de

haba.
Rojita ICAMEX-V31 José Maria Matlatzintla
Biomasa (g planta”’ MF) 15.24a + 043 12570 + 0.24 16.28a £ 0.35 10.58¢ = 0.81
Plantas frescas (g m? MF) 471.82b £13.60 434.94b +£53.24 639.59a +13.92 407.84b  £51.05
Biomasa (g planta”’ MS) 1972  + 0.03 1.73b £ 0.01 2.11la = 0.03 1.46¢ +0.12
Plantas secas (g m™> MS) 61.12b + 1.18 59.71b  + 5.97 83.25a + 1.25 56.55b + 8.24
CFT
g planta™! 0.25a £+ 0.00 0.21b £ 0.00 0.23ab + 0.00 0.19c + 0.01
g kg! 131.65a +15.43 127.03¢  +£13.35 111.77d £+ 9.10 131.28b  +12.80
gm? 8.04ab =+ 0.15 7.58ab + 0.75 930a =+ 0.14 7.42b + 1.08
FT
g planta™! 0.2la £ 0.00 0.16c =+ 0.00 0.19b =+ 0.00 0.16c =+ 0.01
g kg! 111.03b  +11.00 92.44¢c +13.78 92.17d +13.79 113.57a +19.22
gm? 6.78ab + 0.13 552b + 0.55 8.08a + 0.12 6.42b =+ 0.93
L-DOPA
g planta’! 0.17a  + 0.00 0.13b = 0.00 0.14b + 0.00 0.11c £ 0.00
g kg! 87.53a +11.11 80.48b +£10.99 67.81d +18.94 79.68¢  £10.05
gm? 534ab + 0.10 4.80ab =+ 0.48 5.64a = 0.08 4.50b £ 0.65

CFT: compuestos fenolicos totales, FT: Flavonoides totales, L-DOPA: L-3,4 dehidroxifenilalanina. Los datos se evaluaron por
triplicado y se presentan los resultados de los valores medios + la desviacion estandar. Medias con letras distintas por hilera son
diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey (p < 0.05).
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Rendimientos de extracciones y contenido de L-DOPA, rutina e isoorientina

El rendimiento de las extracciones vario entre las variedades, Rojita present6 el mayor rendimiento
de extraccion (19.27 %), sin embargo, no fue estadisticamente significativa a las variedades
ICAMEX-V31 y José Maria. Mientras que la variedad Matlatzintla present6 el rendimiento de
extraccion mas bajo (13.60 %) (Cuadro 4.6).

Cuadro 4.6 Rendimiento de la extraccion con metanol de tejido de plantas
de Vicia faba.

Variedad Rendimiento (%)
Rojita 19.27 a
ICAMEX-V31 17.67 ab
Jos¢é Maria 16.21 ab
Matlatzintla 13.60 b

El analisis de varianza presenta la media del contenido de L-DOPA (512.04 g Kg!), rutina (5.70
g Kg'!) e isoorientinas (41.39 g Kg) de los extractos metandlicos de las plantas de variedades de
haba. Entre variedades L-DOPA muestra diferencias significativas (p < 0.05) y rutina muestra

diferencias altamente significativas (p < 0.01) (Cuadro 4.7).

Cuadro 4.7 Andlisis de varianza de compuestos fendlicos en extracto metandlico de

planta de haba.
Cuadrado medio
Variable Media CV (%) Variedad Error
L-DOPA 512.04 15.34 36200.07* 49374.24
Rutina 5.70 8.11 2.84%* 13.27
Isoorientinas 41.39 11.45 77.66NS 22.49

Todos los compuestos estan expresados en g Kg™* MS.

Entre las variedades de haba se observa que la Rojita muestra la acumulacion mayor de los
metabolitos analizados con alrededor de 700 g Kg™', ademas present6 el mayor contenido de rutina
y L-DOPA, y de isoorientinas aunque no presenté el contenido mas alto (35.34 g kg™') no fue
estadisticamente diferente a las demds variedades. La variedad Matlatzintla presentd la menor

acumulacion de la suma de los metabolitos analizados, sin embargo, present6 el mayor contenido
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de isoorientinas (46.07 g kg'!) (Figura 4.14). Los resultados mas detallados se presentan en el

Cuadro 4.2A del Anexo 4A.
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Figura 4.14 Contenido de rutina, isoorientinas y L-DOPA, en plantas de cuatro variedades de
Vicia faba L.

La rutina es un bioflavonoide (Figura 4.15), que se le atribuyen efecto antioxidante,
antiinflamatorio, neuroprotector, nefroprotector, hepaprotector y antihiperglucémico, este ultimo
efecto contra complicaciones diabéticas incluye una disminucion de la absorcion de carbohidratos
del intestino delgado, inhibicion de la gluconeogénesis tisular, entre otros, que son ampliamente

documentadas por Ghorbani et al. (2017).
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Figura 4.15 Estructuras moleculares de rutina (a), isoorientina (b) y L-DOPA (c) (Soares et al.,
2014; Gulloén et al., 2017; Ziqubu et al., 2020).

La rutina por su efecto antioxidante tiene un amplio rango de aplicaciones farmacologicas, ademas
a este compuesto se le atribuye que puede ser utilizado para el tratamiento de enfermedades
cronicas como cancer, diabetes, hipertension e hipercolesterolemia. En comparacion con otros
flavonoides, rutina es una molécula no toxica y no oxidable (Sharma et al., 2013). Sin embargo,
una desventaja es su baja viabilidad, que es causada por su baja solubilidad en agua, poca
estabilidad, limitada permeabilidad y baja liposolubilidad que limita su uso en aplicaciones tdpicas

(Gullon et al. 2017).

En el estudio el rango encontrado de rutina entre los extractos de las plantas de haba fue de 4.95 —
7.12 mg g’!, siendo la variedad Rojita la que presenté el mayor contenido. Gullén et al. (2017)
documenta el rendimiento de rutina de una serie de especies que tienen diferentes contenidos, entre
estas, Valeriana officinalis L. 1.6 pg g, Amaranthus paniculatus 14.3 mg g, Flos Sophorae
Immaturus 251.4 mg g!. Este metabolito tiene actividad anti-inflamatoria la cual se ha evaluado
en diferentes ensayos in vitro e in vivo (Gullon et al., 2017). Como en el trabajo de Hao et al.

(2016) quienes evaluaron en modelos de ratones el efecto inhibitorio de la neuroinflamacion y la
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neuroproteccion de la rutina, y encontraron que este metabolito puede mejorar lesiones como

edema, destruccion de la barrera hematoencefalica, déficit neuroldgico y muerte neuronal.

La isoorientina es una C-glucosil flavona (Figura 4.15), y es un compuesto que se le atribuyen
propiedades antioxidantes, anti-inflamatorias, antidiabéticas, antiobesidad y que puede atenuar
complicaciones metabolicas. La literatura revela la presencia de isoorientinas en diversas plantas,
principalmente en las que tienen propiedades altamente antioxidantes (Ziqubu et al., 2020).
Algunos ejemplos de especies de plantas incluyen a Aspalathus linearis, Sasa borealis, Patrinia
villosa, Scabiosa stellata, con contenidos de isoorientinas distintos que pueden ir de 0.01 — 8.04 g
100g™". En los extractos metanolicos de las plantas de haba se encontraron contenidos de 3.5 — 4.6

g 100 g por lo que podrian también ser importantes fuentes de extraccion de este metabolito.

La isoorientina ha demostrado tener potentes propiedades antiinflamatorios tanto in vitro en lineas
celulares de macrofagos de ratén como in vivo al reducir el edema de la pata en modelos de raton
(Anilkumar et al., 2017). En este estudio se evalu6 en extractos de la planta de haba un ensayo de
actividad anti-inflamatoria in vitro, los resultados mostraron tener un efecto antiinflamatorio al
compararlo con el farmaco diclofenaco sodico. Por lo que el efecto antiinflamatorio se le puede

atribuir a la rutina e isoorientinas, compuestos presentes en los tejidos de la planta de haba.

La L-DOPA es un aminoacido no-proteico con estructura de un acido fenolico (Siqueira-Soares et
al., 2013) (Figura 4.15). Como ya se mencion6 anteriormente la L-DOPA es un compuesto
fundamental para los enfermos de Parkinson. Este compuesto puede cruzar facilmente la barrera
hematoencefalica, para que en las neuronas dopaminérgicas se sintetice la dopamina, por la accion
de la enzima L-dopa descarboxilasa (Nagatsu y Sawada ef al, 2009); que es el primer
neurotrasmisor de la catecolamina, de los tres existentes (dopamina, noradrenalina y adrenalina)

(Gautam et al., 2012; Soares et al., 2014).

La administracion oral de L-DOPA, antes de llegar al cerebro puede catalizarse por dopa
descarboxilasa, monoamina oxidasa y catecol O-metiltransferasa, lo cual en las personas puede
provocar vomitos, nduseas entre otras afectaciones. Por lo que la administracion conjunta de L-
DOPA e inhibidores de enzimas descarboxilasas periféricas, mejoran la biodisponibilidad de L-
DOPA (Nagatsu y Sawada et al., 2009). De esta manera L-DOPA restaura a la dopamina de la
degeneracion y muerte de neuronas, que reactivan las funciones motoras y se reducen los sintomas

provocados por la enfermedad.
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Posiblemente extractos de plantas de haba podrian sustituir a la L-DOPA sintética, que por ser de
una fuente natural disminuye los efectos secundarios que causa la droga, ademas de que ayuda a
retardar la progresion de la enfermedad (Patil ef al., 2013). Los contenidos de L-DOPA rondaron
de 387 — 654 g Kg'! dependiendo de la variedad, cantidades que son muy promisorias para ser
evaluadas en un ensayo in vitro o in vivo que confirme su efecto en la salud. Ademads, este
compuesto presenta actividad antioxidante por lo que puede también ser utilizado en otro tipo de

aplicaciones farmacologicas.

Cabe considerar que la suma de estos compuestos bioactivos encontrados en la planta de V. faba,
pueden tener un efecto sinérgico que prevenga o sirva como tratamiento en enfermedades cronicas

degenerativas, como podria ser en enfermos de Parkinson.

4.4 Conclusiones

Las plantas evaluadas de las variedades de haba Rojita, ICAMEX-V31, José Maria y Matlatzintla
de veinte dias después de la emergencia mostraron la presencia de compuestos fenolicos totales
(CFT), flavonoides totales (FT), L-DOPA, rutina e isoorientinas.

El perfil de flavonoides evidencio la presencia de rutina e isoorientinas que no habian sido
detectados en la planta de V. faba.

La variedad Matlatzintla tuvo la mayor acumulacion de CFT, FT e isoorientinas, mientras que la
Rojita de rutina y L-DOPA.

La variedad José Maria present6 el mayor rendimiento estimado de biomasa y tuvo un alto
potencial para acumular CFT, FT y L-DOPA por lo que podria ser propuesta para la extraccion de
estos metabolitos y considerar una produccién masiva para su obtencion.

Los extractos de la planta de haba mostraron actividad antioxidante y actividad anti-inflamatoria
in vitro, efectos que son atribuidos a los compuestos L-DOPA y a rutina e isoorientinas,
respectivamente. En donde la variedad Rojita presentd la mayor actividad antioxidante y
antiinflamatoria, por lo que cada variedad tiene su potencialidad

La planta de haba puede ser considerada una planta medicinal por los compuestos que contiene,

los cuales tienen beneficios en la salud humana, para ello se necesitan realizar ensayos adicionales.
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DISCUSION GENERAL

El trabajo de investigacion da un aporte importante al conocimiento cientifico con un enfoque
interdisciplinario que ayuda a la acumulaciéon de informacidén y a nuevas perspectivas de
investigacion sobre Vicia faba, ya que con estos hallazgos se fortalece su uso y aplicaciéon en el

sector agricola y en la salud.

En otros paises el estudio de V. faba se ha enfocado en los compuestos bioactivos que presenta
esta leguminosa, como es el metabolito L-DOPA. Marcus Guggenheim en 1913 aislo por primera
vez el enantiomero levodopa (L-DOPA) de la planta de V. faba y posteriormente en los afios 70s
se comprobd que este compuesto es importante para tratar la enfermedad del Parkinson (Pezzoli
et al., 2011). Debido a que este compuesto restaura a la dopamina de la degeneracion y muerte de
neuronas dopaminérgicas asociadas a la enfermedad de Parkinson para la recuperacion del sistema
nervioso central (Floran-Gardufio y Rangel-Baraja, 2005). El Parkinson es una enfermedad
neuronal degenerativa que a nivel mundial afecta alrededor de 5 millones de personas mayores de
50 afios y en México se estiman 50 casos nuevos por cada 100 mil habitantes al afio (Gobierno de

México, 2019).

En V. faba se ha demostrado que en los tejidos de la planta se encuentran contenidos de L-DOPA
superiores a los presentados en el fruto, sin embargo, con variedades de haba mexicanas los
estudios son escasos, ademas, que se desconoce que otro u otros tipos de compuestos bioactivos
podrian proporcionar el tejido de la planta de haba. De esta manera no solo el fruto podria ser

aprovechado como alimento sino también la planta como una planta medicinal.

Con estos antecedentes, el planteamiento de este trabajo de investigacion fue realizar un estudio
con el apoyo de diferentes areas y enfoques disciplinarios como la agronomia, bioquimica,
fitoquimica, socio-economia con el propdsito de abordar distintas problemadticas para encontrar
soluciones interdisciplinarias, de tal forma que se puedan generar resultados estratégicos que sean
de utilidad y tengan un posible impacto en el cultivo y produccion del haba. Por lo que se establecio
como objetivo general: “Conocer, cuantificar y obtener los rendimientos de los compuestos
bioactivos; compuestos fendlicos totales (CFT), flavonoides totales (FT), L-3.4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) e isoflavonas (daidzeina), encontrados en la planta de haba de
variedades mexicanas, y evaluar la influencia que tienen algunos factores, como la condicion de

crecimiento y los métodos de procesamiento, en el contenido de estos fitoquimicos. Ademas de
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estimar la rentabilidad de una innovacion tecnoldgica para el cultivo de haba que podria aportarles

a los productores”.

Para abordar la investigacion trabajamos bajo la siguiente hipotesis general: los tejidos de la planta
de haba de variedades mexicanas en estudio, bajo una condiciéon de crecimiento y método de
procesamiento, presentan concentraciones diferentes de compuestos bioactivos que pueden ser
aprovechados y utilizados por el ser humano como suplementos y/o productos funcionales.
Ademas, con la produccion de plantulas de haba los agricultores pueden tener una mayor
rentabilidad que con la produccion de haba verde. Para dar respuesta a esta hipotesis se realizaron

cuatro objetivos especificos, uno en cada Capitulo de la investigacion.

Con el primer objetivo se detecté que las condiciones de campo e invernadero en las que se
desarroll6 la planta de haba y el método de secado utilizado en los tejidos: liofilizado o estufa,
influyeron en el contenido de compuestos fendlicos totales (CFT) y flavonoides totales (FT). Se
demostr6é que los contenidos en las plantas cosechadas en campo y procesadas con secado por

estufa a 38°C presentaron los mas altos contenidos de CFT y FT.

Ademas, que los contenidos de CFT y FT presentes en las plantas mostraron una tendencia
decreciente constante de las plantas mas jovenes (10 dias después de la emergencia, DDE) a las
mas adultas (20 DDE), independientemente de la condicién de crecimiento y del método de
procesamiento. En los brotes florales se encontr6 el contenido més alto de los metabolitos seguido

de las flores abierta, plantas de 10, 15y 20 DDE.

Con el segundo objetivo se demostrd que los contenidos de CFT, FT, L-DOPA y daidzeina (DAID)
de plantas y flores de cuatro variedades de haba mexicanas se ven influenciados por la condicion
en donde se desarrolla la planta; campo e invernadero. También se evidencid que las variables
agroambientales evaluadas durante el crecimiento de las plantas tuvieron un efecto en los
contenidos de los compuestos bioactivos, en donde principalmente la luminosidad tuvo una
correlacion positiva fuerte con DAID, mientras que temperatura y fosforo tuvieron una correlacion
inversa con DAID y L-DOPA. Todos los compuestos evaluados en las cuatro variedades de haba
presentaron mayor contenido de estos metabolitos en las plantas cosechadas en campo. DAID se
vio fuertemente afectada en las plantas sembradas en invernadero. Aunque las plantas a los 10
DDE presentaron contenidos mayores de CFT, FT y L-DOPA a diferencia de las plantas de 20

DDE. Al evaluar la cantidad de estos compuestos bioactivos presente por planta, se observo que,
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a mayor acumulacion de biomasa de la planta (20 DDE) la cantidad de estos compuestos bioactivos
se incremento. Por ejemplo, con la variedad Jos¢ Maria en las plantas de 10 DDE el contenido de
L-DOPA fue de 81.27 mg g, y la cantidad por planta a los 10 DDE fue de 73.21 mg planta™,
mientras que a los 20 DDE fue de 113.19 mg planta™.

En el tercer objetivo se evaliio econdmicamente la produccion de plantas de 20 dias después de la
emergencia en campo e invernadero, como una innovacion tecnologica para el cultivo de haba.
Ademas, se hizo un anélisis comparativo con la produccion de haba verde. Se encontrd que, la
ganancia que perciben los productores por el cultivo de haba verde es minima. El ingreso depende
del mercado destino y la modalidad de venta. Los productores con 1 ha registraron una mayor
ganancia privada con la venta de haba verde al menudeo ($ 66, 153.33) y mayoreo ($ 21, 153.33).
Mientras que los productores de %4 ha incurren en pérdidas cuando la venta es a mayoreo. Con base
en los costos de produccion de la superficie cultivada y la densidad de plantas, se obtuvo el precio
estimado de venta de la planta, registrando una ganancia del 70%. La ganancia privada aumento
104, 53 y 35% en %, 2 y 1 ha respectivamente, en relacion a la venta a mayoreo de haba verde.
Por lo que la innovacién tecnologica del cultivo de planta de haba podria ser una alternativa para

mejorar los ingresos de las familias productoras.

Con los resultados del cuarto objetivo se dio a conocer el rendimiento de compuestos fendlicos
totales, flavonoides totales y L-DOPA en plantas de 20 DDE de cuatro variedades de haba. En
donde la variedad José Maria presenté el mayor rendimiento de CFT (9.30 g m™), FT (8.08 g m™)
y L-DOPA (5.64 g m™). El perfil de flavonoides en los extractos del tejido de la planta evidencio
la presencia de metabolitos como rutina e isoorientinas. La actividad antioxidante se destaca con
la variedad Rojita (DPPH Clso= 87.68 ng mL™), al igual que la actividad anti-inflamatoria in vitro
(Clso = 74.40 mg mL™"), actividades que son atribuida a los compuestos L-DOPA y a rutina e

isoorientinas, respectivamente.

En la investigacion el estudio de estos metabolitos en la planta de V. faba se debid porque se ha
demostrado que tienen actividad biologica que pueden generar un efecto potencialmente
beneficioso en la salud. A continuacion, se describe el efecto que podria tener los distintos

compuestos bioactivos.

Compuestos fendlicos totales (CFT) y flavonoides totales (FT). Los compuestos fendlicos actiian

como antioxidantes protegiendo a las células del estrés oxidativo con la eliminacion de los
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radicales libres por la donacion de 4&tomos de hidrogeno (Thirumurugan et al., 2018). El término
oxidacion se refiere a procesos celulares internos que conllevan a la aparicion de enfermedades,
por lo que el estrés oxidativo tiene incidencia en enfermedades principalmente cardiovasculares,
pero también en la aparicion de céncer y en enfermedades neurodegenerativas. Asi que la
importancia de los alimentos radica no solo en su valor nutrimental, sino también en los

antioxidantes para contrarrestar el estrés oxidativo (Coronado et al., 2015).

El efecto benéfico en la salud por los compuestos fendlicos en parte es generado por los
flavonoides, al respecto se ha documentado que ademaés de tener actividad antioxidante, también
tienen efecto protector como antiapoptotico, anticancerigeno, antiinflamatorio, antiviral,
antibacteriano (Magalingam et al., 2015), antihipertensivo, quimiopreventivo y antidiabético
(Turco et al., 2016). Asi que los flavonoides por su accidon bioldgica benéfica en la salud humana
merecen ser incorporados al grupo de los nutrientes esenciales, para consumir el valor promedio

de 23 mg al dia de la ingesta de flavonoides (Escamilla et al., 2009).

Se ha demostrado con pruebas in vivo que los flavonoides como naringenina y quercetina, pueden
atravesar la barrera hematoencefalica (Youdim et al., 2004), y tener un efecto de proteccion en las
neuronas. En la revision de Magalingam et al. (2015) mencionan literatura actual sobre los
diversos mecanismos que tienen los flavonoides como neuroprotectores para ayudar a retrasar la
pérdida de células neuronales en la enfermedad de Parkinson. Ya que de manera intracelular; 1)
activan el funcionamiento de las enzimas antioxidantes (superoxido dismutasa, glutation
peroxidasa y catalasa), 2) algunos flavonoides pueden inhibir la oxidacién lipidica en células
neuronales, 3) se consideran como agentes terapéuticos para aminorar la neuroinflamacion y
atenuar los mediadores proapoptdticos, 4) reparan el defecto de transporte de electrones
mitocondrial, siendo esta una de las disfunciones en los procesos fisioldgicos de las mitocondrias
que pueden conducir a aparicion de enfermedades relacionadas con la edad, como la enfermedad

de Parkinson y el Alzheimer.

Como las plantas y las flores de haba han mostrado tener contenidos altos de compuestos fenolicos
entre estos flavonoides y L-DOPA, el consumo de estos tejidos por los pacientes con Parkinson
podria aportar un tratamiento mas completo o mejor que el farmaco, primero porque suministraria
L-DOPA que es el precursor principal para la produccién de dopamina al cerebro (Nagatsu y

Sawada, 2009; Soares et al., 2014) y segundo por el efecto neuroprotector que tienen los
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flavonoides (Magalingam et al., 2015). Ambos efectos indispensables para los enfermos con

Parkinson.

L-DOPA. La enfermedad de Parkinson afecta a alrededor del 1 % de la poblaciéon mayor de 50
afios (Zuber, 2002). Se caracteriza por ser una enfermedad neuronal degenerativa que es causada
por un desequilibrio de dopamina y acetilcolina en el estriado del cerebro. Ese desequilibrio es
debido a la degeneracion de las células que producen dopamina, provocando la alteracion de
neurotransmisores que controlan los movimientos, la memoria, la inteligencia, estado de animo, el
suefio, la digestion y el apetito (Randhir et al., 2002). Con base en la revision realizada por Nagatsu
y Sawada (2009) sefialan que la L-DOPA puede cruzar facilmente la barrera hematoencefalica,
para que en las neuronas dopaminérgicas sea sintetizada la dopamina, por la accion de la enzima
L-aminodcido descarboxilasa aromatico (dopa descarboxilasa), el primer neurotrasmisor de la
catecolamina entre los tres existentes; dopamina, noradrenalina y adrenalina (Gautam et al., 2012;
Soares et al., 2014). En la actualidad L-DOPA sigue siendo la piedra angular (Patil et al., 2013)
o el estandar de oro (Nagatsu y Sawada, 2009) en el tratamiento de Parkinson, y V. faba es una
fuente bioldgica para la produccion de L-DOPA que puede ser utilizada como una alternativa en
lugar de los farmacos sintetizados quimicamente. La administracion de L-DOPA en enfermos con
Parkinson varia dependiendo del avance de la enfermedad, no de la edad por lo que se les suele

ingerir los pacientes de 300 — 600 mg al dia de L-DOPA (Cuadro 5.1).

Cuadro 5.1 Requerimientos de dosis de L-DOPA en pacientes con Parkinson.

Paciente
1 2 3 4 5 6 7
Género M M M F M M M
Edad (aiios) 85 69 62 52 48 40 56
Dosis de
L-DOPA (mg 300 400 300 475 600 300 500
dia™)

M; masculino, F; femenino. Elaboracion propia con informacion documentada de Apaydin et al.
(2000) y Cassani et al. (2016).
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Los rendimientos que obtuvimos de L-DOPA en plantas de 20 dias después de la emergencia
estuvieron en un rango de 100 — 130 mg planta”’, independientemente de la condicién de
crecimiento (campo e invernadero) y de la variedad de haba (Rojita, ICAMEX, José¢ Maria,
Matlatzintla). Tomando como referencia estos resultados se podria sugerir a un paciente con
Parkinson, que como tratamiento se le administra una dosis de 300 mg de L-DOPA al dia (Cuadro
5.1), para lo cual tendria que consumir aproximadamente 5.58 g de polvo de planta de haba durante
el dia, lo equivalente a 3 plantas secas de 20 DDE. Al respecto se ha demostrado que el consumo
de L-DOPA proveniente de plantas de haba (40 g de plantas frescas) incrementan los niveles de
L-DOPA en el plasma de pacientes con la enfermedad de Parkinson, que muestran mejorias en sus
caracteristicas motoras, similares a lo que se obtiene cuando el paciente consume el medicamento
(Vered et al., 1994). Asi que, con base en los resultados obtenidos de la investigacion, y con el
conocimiento de que el contenido de L-DOPA en plantas de haba puede ser importante para el
control del Parkinson, se puede proponer a V. faba como materia prima para la elaboracion de un

nutracéutico.

Daidzeina. Entre los flavonoides que contiene el haba se encuentran las isoflavonas, las cuales se
clasifican como los compuestos de mayor actividad estrogénica (Ktizova et al., 2019). Su actividad
estrogénica se debe a que son moléculas con una gran similitud estructural con el estrégeno 17-
estradiol, por lo que es considerado un fitoestrégeno (Anderson et al., 1999; Lopez, 2010). Lopez
(2010) menciona que de acuerdo a la Agencia de Normas Alimentarias (Food Standards Agency),
los fitoestrogenos son compuestos bioldgicamente activos que se producen de forma natural en los
vegetales, que induce respuesta biologica y que puede mimetizar o modular las acciones de los
estrogenos endogenos. Debido a esta accion estrogénica, las isoflavonas juegan un papel
importante en la mejora de los sintomas hipoestrogénicos de la menopausia, por lo que son
consideradas como una alternativa a las hormonas para atenuar los adversos efectos secundarios
del climaterio (Anderson et al., 1999; Lopez, 2010; Kiizova et al., 2019). Ademas, por su efecto
estrogénico agonista o antagonista en diferentes tejidos, estos metabolitos también pueden estar
implicados en la prevencion de enfermedades cardiovasculares, en la salud 6sea y en cierto tipo
de cancer (mama, colorrectal, prostata), Lutz (2011), Anderson et al. (1999) y Ktizova et al., 2019

lo documentan ampliamente.
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Entre las isoflavonas, se encuentran las agliconas (las cuales son moléculas que no se encuentran
conjugadas por azucares, sino que estdn de manera libre) genisteina, daidzeina, biochanina A y
formononetina, por su actividad estrogénica han sido mayormente investigadas (Mazur y
Adlercreutz, 1998). Siendo en la soya (Glicine max) o en alimentos a base de soya (Wang y
Murphy, 1994; Shao ef al., 2011) en donde se encuentran en cantidades altas, ademas, los seres
humanos obtienen de esta leguminosa la mayor ingesta de fitoestrogenos (Anderson et al., 1999;
Lutz, 2011). Sin embargo, en otras especies como en V. faba también se pueden encontrar
isoflavonas, particularmente daidzeina en los tejidos de la planta de haba (Kaufman et al., 1994;
Fuentes-Herrera et al., 2020). La actividad biologica de daidzeina es menor que sus metabolitos
derivados (Muthyala ef al., 2004). Cuando daidzeina se ingiere, mediante la accion enzimatica de
las bacterias intestinales se transforma en metabolitos como son en 6,7,4’- trihidroxisoflavona
(Yong-Hyun et al., 2018) e equol (Muthyala et al., 2004; Mayo et al., 2019), ambos con diferentes
actividades farmacologicas (Figura 5.1). En el caso de 6, 7, 4’- trihidroxisoflavona se ha
comprobado en pruebas in vivo con ratones que este metabolito mejord la disfuncion cognitiva
inducida por escopolamina, ademas de que mejor6 el aprendizaje y el rendimiento de la memoria
mediante la activacion del sistema colinérgico y la via de sefializacion de la unién del elemento de
respuesta al cAMP de fosforo / el factor neurotréfico derivado del cerebro en ratones (Yong-Hyun
et al., 2018). Mientras que equol ha demostrado tener un efecto aparente en el cancer de mama.
Muthyala et al. (2004) en su estudio evaliian la formaciéon de equol enantiomero (R-equol y S-
equol) de su precursor (daidzeina), ademds de la actividad de los enantidmeros sobre dos
estrogenos receptores ERa y Erfl, mencionando que esta molécula podria tener un uso benéfico en

el cancer de mama.

Aunque las semillas de soya son una fuente natural de fitoestrogenos con contenidos de daidzina
24.64 mg g’!, genistina 56.32 mg g”!, daidzeina 1.70 mg g™ y genisteina 2.26 mg g”' (Huang y Liu,
2012). En los resultados de nuestro trabajo sobre el contenido de daidzeina en plantas de variedades
de haba, se obtuvieron valores en campo en un rango de daidzeina de 0.35 2 0.69 mg g! MS, y en
invernadero de 0.070 a 0.100 mg g! MS. Mientras que en las flores cosechadas en campo los
valores fueron de 0.34 — 0.51 mg g-' MS. A pesar de que los contenidos son menores a los
presentados en soya, son superiores a los encontrados en semillas de leguminosas como haba (3.4
ug g MS), lenteja verde (5 pg kg' peso huimedo (PH)), en frijol rojo (8,3 pg kg'! PH) y en
garbanzos (9,3 ug kg! PH) (Konar et al., 2012). Asi que, aunque a la fecha los tejidos de la planta
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de haba no se utilizan para consumo humano, podrian ser aprovechados para la extraccion de

daidzeina y proveer de fitoestrégenos.

Microbiota
intestinal

HO

HO

HO

Daidzeina

Microbiota
mtestinal

Figura 5.1 Metabolitos derivados de daidzeina con actividad farmacologica. Elaboracion propia
con informacion recabada de Muthyala ez al. (2004) y Yong-Hyun et al. (2018).

Con base en los resultados de la investigacion, la planta o tejidos de la planta de V. faba podrian
ser aprovechados por los compuestos bioactivos que contiene. En el estudio los contenidos
encontrados de CB en la planta o en la flor de haba, fueron superiores a los obtenidos en el grano
de haba por otros autores. Por ejemplo, de flavonoides totales en la flor se obtuvo hasta 1500 veces
mas que en el grano de haba, o bien de L-DOPA se obtuvo 473 veces mas en planta que, en grano
de haba. De daidzeina se pueden llegar a encontrar 132 veces mas contenido en la flor que en el
grano (Cuadro 5.2). Por lo que se recomienda que estos tejidos deberian ser aprovechados para la

obtencion de CB y utilizarlos para proveer salud al consumidor.
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Cuadro 5.2 Compuestos bioactivos (CB) presentes en tejidos de la planta de Vicia faba.

\g\ Planta Flor Grano Referencia

CFT Boudjou et al
- _ _ _ il :
(mg 1];:4%? o 107.64 2-3x 162.01 4-5x 30.93 - 42.44 2013)
FT Boudjou et al
(mgl\/]IES? g1 89.87  635-809x 16574 1178-1500x  0.11-0.14 2015
L-DOPA
1 7105 61473x 9213 80-614x 015115  Polanowskaefal
(mg g~ MS) (2019)
Daidzeina .
0.3 88x 0.45 132x ND 00034  [irakosyan et al
(mg g MS) (2004)

+ Se evallio con quercetina en lugar de 4c. galico (mg EQ g MS). CB; Compuestos bioactivos, PF;
Partes de la planta, CFT; Compuestos fenolicos totales, FT; Flavonoides totales, ND; valor no
detectado.

Entre los CB evaluados en el estudio, L-DOPA ha sido uno de los fitoquimico de mayor interés en
la investigacion por el efecto terapéutico que tiene para los enfermos de Parkinson, ademas de que
en los tejidos de la planta del haba se pueden encontrar altos contenidos de este metabolito que
pudiera considerarse una fuente natural para los pacientes. Con la descripcion de estudios
realizados por diferentes investigadores se destaca la importancia de L-DOPA proveniente de V.
faba. Tal como se ha explorado en los ejes embrionarios de las plantas de haba, que se consideran
como una buena fuente natural de L-DOPA por contener cantidades altas (dependiendo de la
variedad hasta 84.39 mg g”! MS) (Goyoaga et al., 2008). Aunque en el estudio no se consider6 el
rendimiento por eje embrionario, si reportan en un grafico su peso en materia seca, el cual fue
menor de 0.2 g aproximadamente, lo que podria equivaler a un rendimiento aproximado de 16.87
mg de L-DOPA por eje embrionario. En tanto que, en esta investigacion el peso obtenido de una
planta de 20 DDE es alrededor de 1.63 g MS y su rendimiento fue de 108.31 mg de L-DOPA por
planta; y por 30 flores de haba se tuvo un peso medio de alrededor de 0.73 g MS con un rendimiento
de 68.37 mg de L-DOPA por 30 flores (ambos tejidos independientemente de la variedad utilizada)
(Cuadro 5.3). Por lo que ambos rendimientos fueron superiores a lo que se puede obtener con los

ejes embrionarios de haba.
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Cuadro 5.3 Valores medios de peso en materia seca y rendimientos de compuestos bioactivos de
tejidos de haba obtenidos en condiciones de crecimiento de campo.

Rendimiento
Tejido Peso (g) CFT FT L-DOPA DAD
10 DDE' 0.799 104.185 80.344 67.148 0.389
]
E 15 DDE' 1.025 112.861 115.536 76.953 0.515
20 DDE' 1.638 146.802 141.354 108.318 0.833
Flores'" 0.738 120.125 122.783 68.372 0.338

CFT: compuestos fenolicos totales, FT: flavonoides totales, L-DOPA: L-3,4-dehidroxifenilalanina,
DAD: daidzeina. ¥ mg por planta de haba. 1 mg por 30 flores de haba.

Mucuna pruriens es una especie de leguminosa que crece espontaneamente en zonas tropicales y
subtropicales en el mundo como en gran parte de Africa y Sudamérica, aunque no es consumida
comunmente por el hombre por contener antinutrientes (Cassani et al., 2016). En areas rurales
como la India, Filipinas, Nigeria, Ghana, Brasil y Malawi si se utiliza como alimento (Pugalenthi
y Vadivel, 2007). De acuerdo a la revision realizada por Pugalenthi y Vadivel (2007) mencionan
que entre las plantas que contienen L-DOPA, la planta de Mucuna pruriens tiene la cantidad
suficiente para utilizar el compuesto con fines medicinales, en donde las semillas presentan los
contenidos mas altos con alrededor de 4.93 — 5.39 %, mientras que en otros tejidos de la planta los
contenidos son bajos: de 0.17 — 0.35 % en las hojas, de 0.19 - 0.31 % en los tallos y de 0.12 - 0.16
% en las raices. En pacientes con Parkinson, Cassani ef al. (2016) confirmaron que el consumo de
semillas de Mucuna pruriens generdé una mejora en los sintomas motores junto con una mayor
duracién en ON (activo) y reducidas discinesias. Sin embargo, a pesar de su efectividad como
compuesto natural para los enfermos de Parkinson, la obtencion de semillas de Mucuna pruriens
tarda un periodo de alrededor de entre ocho y nueve meses (Pool ef al., 1998), que es un tiempo
prolongado a diferencia de los tejidos de la planta de haba, donde las plantas tardan alrededor de
un mes desde su siembra y las flores aproximadamente tres meses. Ademas, Mucuna pruriens es
una semilla que no se consume cominmente por los compuestos antinutricionales que contiene,
entre otros, los oligosacaridos (verbascos, estaquiosa, rafinosa) (Kamatchi y Ramasamy, 2010)

que pueden provocar flatulencias, interferencia en la absorciéon de nutrientes en el intestino
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(Martinez-Villanueva et al., 2008), inflamacion y malestares estomacales (Tahir et al., 2011). Sin
embargo, aunque los antinutrientes como los oligosacaridos pueden ser reducidos con ciertos
métodos de procesamiento como el remojado de las semillas con solucion de NaHCO3 (0.2 %) y
coccidn en autoclave a (121 °C, 30 min), L-DOPA también se ve afectado por el procesamiento,
con una disminucién en su contenido entre 69 — 83 % (Vadivel y Pugalenthi, 2008). Hecho que
igualmente lo refieren en otro trabajo, donde confirman que el procesamiento con el remojo y
coccion de los granos de Mucuna pruriens, provoca la reduccion del contenido de L-DOPA hasta

70 % (Cassani et al., 2016).

Asi que los tejidos de la planta de V. faba pueden posicionarse como una fuente natural alternativa
para la obtencion de L-DOPA, que a diferencia de Mucuna pruriens, presentan contenidos
superiores a los que se acumulan en sus semillas (Cuadro 5.4). Algunos autores también han
documentado en V. faba las cantidades de L-DOPA en varios tejidos como en la raiz, eje
embrionario, planta y flores, y muchos de ellos son superiores (Cuadro 5.4) a los presentados en
las semillas secas de Mucuna pruriens (5.29 %) (Cassani et al., 2016). Ademas, en las plantas de
haba no hay presencia de antinutrientes como los oligosacaridos, puesto que ninglin paciente
comentd que el consumir plantas frescas de haba le provoco flatulencias o algun otro malestar

(Vered et al., 1994).

Cassani ef al. (2016) en su trabajo proponen el suministro de L-DOPA por medio de semillas de
Mucuna pruriens para los enfermos de Parkinson, fundamentalmente para pacientes de escasos
recursos que dificilmente pueden obtener el medicamento y que viven en lugares en donde se
puede cultivar la leguminosa. Vicia faba es cultivada en México, principalmente en los estados
que integran la mesa central del pais como son Puebla, Tlaxcala (Rojas-Tiempo, 2012) y Edo.
Meéxico (Pérez et al., 2015), y en varios lugares del mundo (Figura 5.2) por lo que esta especie

también podria ser utilizada con un enfoque similar.

V. faba como opcion natural para la obtencion de L-DOPA y otros compuestos bioactivos, se
recomienda utilizar plantas de 20 DDE crecidas en campo, por ser el material vegetal que resulto
tener los rendimientos mas altos de CB (Figura 5.3). Ademas, desde su siembra hasta su
recoleccion el tiempo aproximado de obtencidn es de entre 25 — 35 dias (un mes), de acuerdo a las
labores agrondmicas sus requerimientos son minimos, ademas de que se puede cultivar durante

todo el afio y por el periodo tan corto que se necesita para el desarrollo de la planta de haba,
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Cuadro 5.4 Rangos del contenido de L-DOPA encontrados en tejidos de la planta de haba.

. L-DOPA Porcentaje .
Tejido (mg g de MS) (%) Referencia
, Raices de plantas de 3 a Oviedo-Silva et
Raiz 9 dias 90 ? al. (2018)
Raices de plantas de 95
dlag despues de la aproximadamente Etemadi et al.
germinacion (valores 0.70
. . 7 (2018)
obtenidos en materia
fresca)
Eje ~~ Alsextodiadela 7460-8439  746-843 ~ Ooyoagacral
embrionario germinacion (2008)
Etemadi et al.
10.50 1.05 (2018)
Hojas de plantas de 95
Hojas dias después de la
germinacion (valores 18.20 - 48.70 1.82 -4.87 Hu et al. (2015)
obtenidos en materia
fresca)
. Oviedo-Silva et
Brotes de 8-9 dias 126 13 al. (2018)
15 dl?ls d§§pues de la Etemadi et al.
germinacion (valores 13.3 1.33
. . (2018)
obtenidos en materia
Planta
fresca)
. . Kirakosyan et
10 - 12 dias de crecidas 8.29 - 40.01 0.829 -4 al. (2014)
dia 9 después de la Vered et al.
emergencia 30-50 33 (1994)
Flores Flores de diferentes 57 60 6350  2.78-635  Hueral. (2015)
tonalidades
Semillas 0-2.02 0-0202 [Kirakosyanef

al. (2014)

T Porcentajes evaluados propiamente con los contenidos obtenidos de las referencias.
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Figura 5.2 Cantidades de produccion de haba comtin y haba caballar secas por pais en el periodo
de 2000-2017 (FAOSTAT, 2019).

ambientalmente la contaminacion es minima. Los resultados sobre el procesamiento de las
muestras evidencian que el secado por estufa a 38 °C es un buen método de conservacion para los
tejidos y para los metabolitos. Ademads, que el secado por estufa genera un costo menor de
procesamiento a diferencia del que se tiene con el liofilizado. La posibilidad de obtener L-DOPA
de las plantas de haba en un periodo corto y que no contengan oligosacaridos, crea una gran ventaja
de uso respecto a Mucuna pruriens para que sea utilizada como fuente de este fitoquimico.
Ademas, en esta investigacion se demostré que también en las plantas podemos encontrar
compuestos fenolicos, flavonoides, daidzeina, rutina e isoorientinas, los cuales podrian coadyuvar
al efecto benéfico de la L-DOPA en el tratamiento del mal de Parkinson. Al igual se dio a conocer
los rendimientos que se podrian obtener de las variedades de haba mexicanas y se dio a conocer
los costos de produccion de las plantas de haba y las ganancias que podrian percibir los
productores. Esta investigacion e informacion conllevan al comienzo de una estrategia para el
aprovechamiento de Vicia faba L. en la obtencion de compuestos bioactivos, como una alternativa

en el desarrollo agricola.
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Compuestos bioactivos

C: 71.05 mg g MS

*R:104.69 mg plantula” MS
Indispensable fitoquimico en OQ?‘ Tiene actividad estrogénica por
el tratamiento de Parkinson, V'Q lo que disminuye los sintomas
ayuda a disminuir los sintomas del climaterio, ademas que se
provocados por la enfermedad. ha documentado que previene
o el cancer de mama y de
HO prostata, ademds de que evita
OH las enfermedades Oseas.
HO N
o
C:107.64 mg EAG g
*R:143.29 mg plantula MS
Los compuestos fenolicos Actuédn como antioxidantes y
actuan como antioxidantes. como antiinflamatorios.

*Rendimiento considerado a los 20 DDE.

Los valores presentados son los obtenidos en la condicion de crecimiento de campo, por ser los que proporcionaron mayores contenidos v rendimiento.

Figura 5.3 Contenido y rendimiento promedio de compuestos bioactivos encontrados en las
plantas de cuatro variedades de Vicia faba, que pueden ser aprovechados y utilizados
por su efecto beneficioso en la salud. Compuestos fendlicos totales (CFT),
flavonoides totales (FT), L-3,4-dehidroxifenilalanina (L-DOPA) y daidzeina.

La investigacion desarrollada tiene un impacto agricola a largo plazo, principalmente en los
municipios en donde se produce el haba y/o en otros que se quisiera adaptar el cultivo. La
aplicacion de esta nueva innovacion tecnologica podria impulsar la agricultura y a su vez la
economia en los municipios productores de México, en donde se cultiva el haba y/o en otras zonas
en donde se quisiera adaptar, ya sea bajo sistema de produccién en campo o invernadero. Ademas
de que impulsaria a los agricultores a seguir sembrando el haba, dado que implica un riesgo alto
el establecer el cultivo para la obtencién de grano (7-9 meses) por la presencia de plagas y/o
enfermedades. Cabe resaltar que la produccion de L-DOPA y la produccion de los otros

fitoquimicos se obtienen en ciclos muy cortos de cultivo de aproximadamente un mes. Asi que
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esta alternativa se podria considerar para mantener la economia en las zonas en donde se produce

el cultivo de haba.

CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados obtenidos de la investigacion permitieron dar respuestas al problema de

investigacion, por lo que se establecen las siguientes conclusiones:

Las variedades de haba mexicanas Rojita, ICAMEX-V31, José¢ Maria y Matlatzintla tienen
contenidos de fitoquimicos importantes para ser aprovechas para la obtencién de compuestos
bioactivos. Las variedades de floracion tardia proporcionan mayor contenido de ciertos
metabolitos como CFT, FT y L-DOPA y tienen una acumulacién mayor de biomasa. Mientras que
las variedades de floracion temprana sintetizan mayor cantidad de daidzeina pero presentan una

acumulacion menor de biomasa.

Entre los tejidos de la planta, las flores presentaron una acumulacion mayor de compuestos
bioactivos (CFT, FT, L-DOPA y daidzeina). Sin embargo, las plantas tienen un periodo de
desarrollo més corto para su obtencidon, ademas de contar con otras ventajas como mayor contenido
de biomasa, menor consumo de insumos para su produccion, entre otras, que las destaca como

material vegetal idoneo para su aprovechamiento.

Bajo las condiciones de crecimiento de campo los tejidos de la planta de haba acumularon los
contenidos mas altos de compuestos bioactivos. Sin embargo, bajo condiciones de invernadero
también podria ser considerado para una produccion masiva, ademas de que se controlan las

variables medioambientales y de calidad fisica y microbioldgica.

Se comprob6 que un factor importante para la acumulacion de fitoquimicos es la intensidad
luminosa que recibe la planta, principalmente para ciertos metabolitos, como fue el caso de
daidzeina que se vio fuertemente afectada, cuando la densidad de flujo de fotones fotosintética fue
menor. La temperatura también tuvo un efecto en la acumulaciéon de compuestos bioactivos, en
donde se observa que con un incremento de la temperatura la sintesis de L-DOPA y daidzeina se

ven afectada negativamente.
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Los rendimientos de los compuestos bioactivos obtenidos de las plantas de variedades de haba
fueron importantes para evaluarlas y considerar una produccidon masiva para su obtencion y posible

utilizacion como productos naturales en el tratamiento o prevencion de enfermedades cronicas.

El perfil de flavonoides en los extractos de la planta de haba evidencio la presencia de rutina e

isoorientinas que no habian sido detectados y descritos en estos tejidos.

El andlisis de actividad bioldgica in vitro de los extractos de las plantas de haba, demostré que los
compuestos bioactivos presentes en el tejido tienen actividad antioxidante y actividad
antiinflamatoria. A L-DOPA se le atribuy6 el efecto antioxidante, mientras que a rutina e

isoorientinas se les atribuyo el efecto antiinflamatrorio.

El andlisis econémico de la produccién de planta de haba y el andlisis comparativo de la
produccion de haba verde, dio a conocer los costos de produccion y la rentabilidad que el haba
verde les genera a los productores, y lo que el cultivo de plantas de haba les podria proporcionar
bajo los sistemas de produccion de campo e invernadero. La innovacion tecnologica es una

alternativa para mejorar los ingresos de las familias productoras.

PERSPECTIVAS Y ALCANCES DE LA INVESTIGACION

Los resultados de la investigacion de este trabajo ademas de aportar informacion y conocimiento
basico sobre V. faba importante han abierto nuevas perspectivas, por lo que se plantean algunas

recomendaciones que pueden ser retomadas en trabajos posteriores:

o Evaluar la conservacion de los compuestos bioactivos, mediante el tiempo de
almacenamiento bajo distintos empaques (pléstico, papel) o envasados (al vacio), para
conocer el tiempo que los metabolitos puedan mantenerse en la matriz, sin que sus
contenidos tengan una reduccion significativa.

o Realizar pruebas de actividad bioldgica in vitro (células humanas y de mamiferos) e in
vivo (con animales y personas) para confirmar su efecto en la salud.

o Evaluar con técnicas de nutrigenémica los mecanismos por los cuales los fitoquimicos

previenen o tratan a las enfermedades cronico-degenerativos.
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o Elaborar un producto como suplemento alimenticio que se pueda presentar en forma
farmacéutica como comprimidos (tabletas, pastillas), capsulas, emulsion, suspension,
jarabe y/o polvo.

o Realizar un estudio de mercado y un estudio de valoraciéon econémica para estimar la
disposicion a pagar del consumidor, a fin de evaluar la factibilidad que podria tener la
aplicacion de la innovacion tecnologica en el cultivo de haba.

o Implementar y evaluar otras técnicas agricolas para producir planta de haba como el
acolchado, o con agricultura protegida como macro tineles y micro tineles, para evaluar
la produccién y calidad del material vegetal.

o Evaluar con productores de haba en distintas localidades del estado de Puebla o del pais la
produccion, calidad fisica y fitoquimica de las plantas, para valorar la implementacion
de la innovacion tecnoldgica en otros lugares y bajo otras condiciones en el territorio

mexicano.
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Figura 1.1A Curva de calibracion de compuestos fenolicos totales.
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Figura 1.2 A Curva de calibracion de flavonoides totales.
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Cuadro 1.1A Andlisis de varianza de los solventes de extraccion para
compuestos fenolicos.

CM
0,

VAR MEDIA CV (%) ERROR

e Efég-l vS) 06,84 8.15 31623.83

FT 07 41%* 12.45 15699.45

(mg EQ g MS)

VAR; Variable, CFT; Compuestos fenolicos totales, FT; Flavonoides totales, CV;
Coeficiente de variacion; CM; Cuadrado medio.
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Figura 1.3A Contenido de compuestos fenélicos totales (CFT, mg EAG g ! MS) y flavonoides
totales (FT, mg EQ g'! MS) en plantas de Vicia faba L. bajo condiciones distintas de
crecimiento; campo (CAM), invernadero-suelo (INV-S), invernadero-tezontle (INV-
7). Medias con letras distintas por condicion de crecimiento son diferentes de acuerdo
a la prueba de Tukey (p < 0.05). Las barras indican * desviacion estandar (n = 24).
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Figura 1.4A Contenido de compuestos fenélicos totales (CFT, mg EAG g! MS) y flavonoides
totales (FT, mg EQ g! MS) en flores de Vicia faba L. bajo condiciones distintas de
crecimiento; campo (CAM), invernadero-suelo (INV-S), invernadero-tezontle (INV-
7). Medias con letras distintas por condicion de crecimiento son diferentes de acuerdo
a la prueba de Tukey (p < 0.05). Las barras indican * desviacion estandar (n = 16).

Cuadro 1.2A Temperatura (°C) promedio por mes durante la siembra y desarrollo de Vicia faba
L. en dos condiciones distintas de crecimiento

+CAMPO T+t INVERNADERO

MED MAX MIN MED MAX MIN
SEP 18.64 24.56 12.72 — — —
L OCT 17.45 24.34 10.57 17.54 33.08 9.38
S NOV 15.71 25.077 6.34 16.04 38.11 6.19
DIC 13.87 23.7 4.05 14.94 33.4 5.12

®
§ ENE — — — 13.72 31.07 4.23

MAX: maxima, MIN: minima. Informacion obtenida de: fCONAGUA (2019) y con un §¥
registrador datalogger (HOBO, H08-004-02).
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Figura 1.5A Contenido de compuestos fendlicos totales (A) y flavonoides totales (B) en plantas

de Vicia faba L. bajo condiciones distintas de crecimiento; campo e invernadero, y
métodos de procesamiento; liofilizado (L) y estufa (E). Medias con letras distintas
por condicion de crecimiento y método de procesamiento son diferentes de acuerdo
a la prueba de Tukey (p < 0.05). Las barras indican * desviacion estandar (n = 24).
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Figura 1.6A Contenido de compuestos fendlicos totales (A) y flavonoides totales (B) en plantas

de Vicia faba L. de diferentes dias de emergencia (DDE), bajo condiciones distintas
de crecimiento; invernadero-suelo e invernadero-tezontle, y métodos de
procesamiento; liofilizado (L) y estufa (E). Medias con letras distintas por y método
de procesamiento son diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey (p < 0.05). Las
barras indican + desviacion estandar (n = 24).
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Figura 1.7A Contenido de compuestos fenolicos totales (A) y flavonoides totales (B) en flores de

Vicia faba L. bajo condiciones distintas de crecimiento; campo e invernadero, y
métodos de procesamiento; liofilizado (L) y estufa (E). Medias con letras distintas por
condiciéon de crecimiento y método de procesamiento son diferentes de acuerdo a la
prueba de Tukey (p < 0.05). Las barras indican + desviacion estandar (n = 16).
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Figura 1.8A Contenido de compuestos fenolicos totales (A) y flavonoides totales (B) en flores de

Vicia faba L. en condiciones distintas de crecimiento; invernadero-suelo e
invernadero-tezontle, y métodos de procesamiento; liofilizado (L) y estufa (E).
Medias con letras distintas por condicion de crecimiento y método de procesamiento
son diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey (p < 0.05). Las barras indican *
desviacion estandar (n = 16).
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Anexos 2A

Cuadro 2.1A Caracteristicas del suelo en Campo e Invernadero utilizado para la siembra de Vicia

faba L.
CAMPO INVERNADERO
Caracteristicas Valor Interpretacion Valor Interpretacion
pH 7.10 Neutro gsg | ueriemente
Efectos Muy
CE (ds/m) 0.18 despreciables de 1.74 ligeramente
la salinidad salino
MO (%) 0.75 Bajo 1.90 Medio
P (mg kg™ 62.00 Alto 103 Alto
N (%) 0.06 Muy bajo 0.37 Muy Alto
Arena (%) 91.64 35.00
" Arcilla (%) 5.08 38.00
S Limo (%) 3.28 27.00
% Textura Arena migajosa AFr rcailﬁf:;a
S| cc  (cmolkg!)  7.00 Bajo 10.40 Bajo
2 K (cmolkg)  0.28 Bajo 50.00 Alto
Na (cmol kg™ 0.34 B
Ca (cmol kg™) 3.75 Bajo 82.00 Alto
Mg (cmol kg™) 1.75 Medio 16.00 Alto
Fe (mg kg 60.00 Muy alto 22.30 Alto
Cu (mg kg™ 1.28 Adecuado 1.99 Adecuado
Mn (mg kg™ 1.18 Adecuado 5.51 Adecuado
Zn (mg kg 2.30 Adecuado 8.12 Muy alto

CIC; capacidad de intercambio cationico, MO; materia organica, CE; conductividad eléctrica. La
interpretacion de los resultados fue de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-021-SEMARNAT-
2000.
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Figura 2.1A Contenido de compuestos fenolicos totales (CFT) en plantas de cuatro variedades de
Vicia faba L. bajo condiciones distintas de crecimiento; campo (CAM) e invernadero
(INV). DDE; dias después de la emergencia, T; Tardia, P; Precoz. Las barras indican

+ desviacion estandar (n = 9).
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Figura 2.2A Contenido de flavonoides totales (FT) en plantas de cuatro variedades de Vicia faba
L. bajo condiciones distintas de crecimiento; campo (CAM) e invernadero (INV).
DDE; dias después de la emergencia, T; Tardia, P; Precoz. Las barras indican +

desviacion estandar (n = 9).
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Cuadro 2.4A Analisis de varianza de rendimientos de compuestos bioactivos en flores

de haba sembradas en condiciones de campo.

CUADRADOS MEDIOS
Variable Media CV (%) VAR PREC R?
CFT 120.12%+ 10.60  1137.5340%* 1274.3566%*  0.80
(mg EAG g™ MS) ' ' ' ' '
FT 122.78%* 704 1084.0191%% 471.4525%% .87
(mg EQ g™ MS) ' ' ' ' '
L-DOPA 68.37%* 8.50  385.8100%* 4293612%*  0.87
(mg g™' MS)
DAID
k% k% k%
(g 2" MS) 0.33 784 0.0093 0.0114 0.88
CFT; Compuestos fenolicos totales, FT; Flavonoides totales; L-DOPA; L-3,4-

dihidroxifenilalanina, DAID; Daidzeina, CV; Coeficiente de variacion, VAR; Variedad, PREC;
Precocidad, NS; No significancia, *p<0.05; Diferencias significativas, **p<0.01; Diferencias

altamente significativas.

Cuadro 2.5A Comparacion de medias de Tukey (p < 0.05) de rendimientos de compuestos

bioactivos en flores de Vicia faba L.

CFT FT
— L-DOPA DAID
mg EAG mg E ! — —
EMs  TEIS S (mgg'MS) (mgg'MS)
Rojita 141.57a 145.86a 81.01a 0.356*
ICAMEX-V31 125.06ab 129.95ab 71.16* 0.3853*
VAR

José Maria 119.29ab 112.23bc 67.69ab 0.2569b

Matlatzintla 94.58b 103.07c¢ 53.62b 0.352*

PREC P 109.82b 116.51b 74.35a 0.306b
T 130.43a 129.05a 62.39b 0.3683*

VAR; Variedad, PREC; Precocidad, P; Precoz, T; tardia, CFT; Compuestos fenolicos totales, FT;
Flavonoides totales; L-DOPA; L-3,4-dihidroxifenilalanina, DAD; Daidzeina. Medias con la misma letra

por columna, no son significativamente diferentes.
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2.6A Analisis de Redundancia

El célculo de redundancia de los valores tedricos (dependientes e independientes) de la primera
funcién canodnica, muestra que el valor teorico criterio es importante (0.649), mientras que el valor
teorico predictor muestra un indice de redundancia menor (0.290). Sin embargo no causa algun
inconveniente ya que existe una clara explicacion entre las variables dependientes e independientes
(Cuadro 2.6 A). Mientras que la funcion canonica dos presentd que los indices de redundancia para
los valores tedricos fueron menores con 0.018 para el valor tedrico dependiente y 0.188 para el
valor tedrico independiente (Cuadro 2.6 A). Por lo que la primera funcion candnica explica

significativamente una gran parte de la varianza a diferencia de la segunda funcion.

Cuadro 2.6A Calculo de indices de redundancia para la primera y segunda funcioén candnica.

Carga Carga Carga Carga
Carga elevada media Carga levada media
Variables e v elevada r? IR e elev elevada r? IR
candnica al candnica al
cuadrado al cuadrado al
cuadrado cuadrado
Primera funcion Segunda funcion
Variables independientes
Tem -0.9963 0.9926 -0.0061 0.0000
HR 0.3877 0.1503 -0.0192 0.0003
0.745 0.871 0.649 0.030 0.595 0.018
PPFD 0.9580 09177 0.2491 0.0620
P -0.9583 0.9183 -0.2444 0.0597
Variables dependientes
CFT 0.2479 0.0614 -0.5805 0.3369
FT 0.3961 0.1568 -0.2384 0.0568
0.332 0.871 0.290 0.316 0.595 0.188
LDOPA 0.5401 0.2917 -0.8392 0.7042
DAD 0.9066 0.8219 0.4064 0.1651

IR: indice de redundancia, Tem: temperatura, HR: humedad relativa, PPFD: Densidad de Flujo de fotones, P.
fosforo, CFT: compuestos fendlicos totales, FT; flavonoides totales, L-DOPA: L-3,4 dehidroxifenilalanina, DAD:
daidzeina.

2.7A Cargas cruzadas canonicas

El cuadro 2.7A presenta las cargas cruzadas para las dos funciones canonicas, en donde se aprecia
que en la funcion 1 las variables dependientes L-DOPA (0.5041) y DAD (0.8462), presentan altas
correlaciones con el valor tedrico independiente. En donde el porcentaje de la varianza explicada

por la funcion 1 es de 25.41 % y 71.60 % para L-DOPA y DAID, respectivamente. Mientras que
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las cargas cruzadas de las variables independientes, presentan que las variables Tem (-0.9298),
PPFD (0.8941) y P (-0.8944) tienen altas correlaciones con el valor tedrico candnico criterio. Asi
que el porcentaje de la varianza explicada por el valor teorico criterio es de 86.45, 79.94 y 79.99
% de Tem, PPFD y P, respectivamente. Los signos de las cargas cruzadas muestran que PPFD
tiene una relacion directa con DAD, mientras que TEM y P tiene una relacion inversa con L-DOPA

(Cuadro 2.7A).

Cuadro 2.7A Cargas canonicas cruzadas entre las variables agroambientales y de suelo y los
compuestos bioactivos encontrados en plantas de Vicia faba L.

Funcion 1 Funcion 2

Correlaciones entre las variables independientes y sus valores teéricos candénicos dependientes

Tem -0.9298 -0.0047
HR 0.3619 -0.0148
PPFD 0.8941 0.1922
P -0.8944 -0.1886

Correlaciones entre las variables dependientes y sus valores teoéricos candénicos independientes

CFT 0.2313 -0.4479
FT 0.3697 -0.1839
LDOPA 0.5041 -0.6475
DAID 0.8462 0.3136

Tem: temperatura, HR: humedad relativa, PPFD: Densidad de Flujo de fotones fotosintéticos, P.
fosforo, CFT: compuestos fendlicos totales, FT; flavonoides totales, L-DOPA: L-3,4
dehidroxifenilalanina, DAID: daidzeina.
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Anexos 3.1A

Colegio de
Postgraduados

GUIA: LABORES Y COSTOS DE PRODUCCION DEL CULTIVO DE HABA VERDE

La presente entrevista tiene como objetivo conocer el costo y la rentabilidad de la produccion plantas de
haba y haba verde en campo y en invernadero. La informacion recabada sera confidencial y empleada
para fines de la investigacion sin afectar su persona.

DATOS PERSONALES

Nombre:
Edad:

Municipio/Localidad: Fecha de entrevista:

Principal ocupacion

Escolaridad: |:| Preescolar |:| Primaria |:| Secundaria |:| Bachillerato |:| Licenciatura

Otros:

Tipo de propiedad: a) propiedad social: ejido0 o  comunidad agraria b) propiedad
privada

(Cuantos integrantes son en su familia? Mujeres Hombres

CONOCIMIENTO DEL CULTIVO DE HABA

1. (Cuantos aios lleva cultivando el haba?
a) 5 — 10 afios b) 10 — 20 afios c) 20 —30 afios d) més de 30 afios  c¢) toda la vida

2. (Lo siembra en campo o en invernadero?
a) Campo b) Invernadero c) Ambos

3. ¢(Cuantas variedades de haba siembra?
a) Una b)Dos c¢)Tres d)Mas de tres ;Cuantas?

4. ;Coémo conoce a su variedad de haba?
|:| Blanca |:| Morada |:| Criolla Amarilla |:|Tarragona |:| Parralefia

|:| Mestiza |:| Cochinera
Otra

5. ¢Como son las caracteristicas del haba que siembran (caracteristicas fisicas)?

Tamafo de grano a) pequefio b) mediano c) grande
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Color de la testa (Cascara)

Color del grano (Cotiledon)

6. ¢Su haba tiene floracion precoz o tardia?
a) Precoz (floracion se tiene entre los 35 — 55 dias después de la siembra)
b) Tardia (floracion se tiene entre los 75 — 85 dias después de la siembra)
7. ¢Conoce en que tiempo se encuentra su haba en floracion después de la siembra?
a) Si cuando b) No
8. (Cuanta superficie (hectareas) cultiva por su variedad de haba o variedades de haba?
Variedad de Superficie de JPor qué esa cantidad?
haba hectareas
9. ¢Cudantas veces por aifio siembra el haba? y ;cudntos kilos de haba siembra en su superficie?
a) Una b) Dos c) Tres Kilos de haba que siembra
10. ;En qué fechas siembra el haba?
11. y, ;Cuando cosecha?
12. ;Siembra en riego, humedad residual o en temporal su cultivo de haba?
13. ;Usted cosecha haba en verde, seca o de las dos? y ;Por qué de una o de las dos maneras?
14. ;Cuantos kilos o toneladas obtiene de su produccion (considerando todos los cortes que

realicé)?

LABORES Y COSTOS DURANTE EL CULTIVO DE HABA

En este apartado me podria describir como realiza todas las labores del cultivo de haba paso a paso.

15. ;Como prepara el suelo, utiliza el tractor o la yunta?, me lo podria describir...
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16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

JSurca el suelo?, ;Que distancia utiliza entre surco y surco?

. Como siembra la semilla de haba?
a)amano b) con pala ¢) otro

(Cuantas semillas por pala y a qué distancia entre mata y mata?

. Como riega el cultive? o ;es de temporal? y, ;cuando no hay un buen temporal, como riega el
cultivo?

(Fertiliza el cultivo?
a) Si, (Cuantas veces? b) no

. Qué fertilizantes emplea? Sabe usted, ;cuanto cuesta el
fertilizante?

(En qué etapa de desarrollo de la planta realiza la fertilizacién? ;Cuantas aplicaciones realiza y
qué cantidad?

;Desinfecta el cultivo de algiin hongo?
a) Si, ;Cuantas veces? b) No

24. ;Qué fungicida emplea?

25. (En qué etapa de la planta utiliza el fungicida? ;Cudntas aplicaciones realiza y qué cantidad?
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26. ;Aplica algin herbicida?
b) Si, ;Cuéantas veces? b) No

27. ;qué herbicidas emplea? Sabe usted, ;cuanto cuesta el herbicida?

28. (En qué etapa de la planta la desinfecta? ;Cuantas aplicaciones realiza y qué cantidad?

29. ; Utiliza algun plaguicida?
a) Si, (Cuantas veces? b) No

30. ;Cual es el nombre de los plaguicidas que utiliza? Sabe usted, ;cuanto cuesta el plaguicida?

31. (En qué etapa de la planta utiliza el o los plaguicidas? ;Cuantas aplicaciones realiza y qué
cantidad?

32. ;Deshierba el terreno en donde se encuentra su cultivo de haba?
a) Si, (Cuantas veces lo realiza? b) No

33. (En qué etapa de la planta realiza el deshierbe?

34. ;Cémo cosecha el haba y cuantas personas utiliza para cosechar el haba por corte?

35. En el proceso del cultivo del haba, le ayudan sus familiares a realizar el trabajo

a) Si b) No ;Quienes?
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36. Reciben algin pago por el trabajo que realizan
a) Si, ;Cuanto?

b) No

37. ;{Cuantos jornales emplea en cada etapa?

Etapa (Cuantos (Cuantos son (Cuantos son familiares?
jornales en total | contratados? /;Cuanto | /;Cuanto les paga por el
utiliza en cada les paga por el dia? dia?
etapa del
cultivo?
Preparacion del suelo
(con tractor o con
yunta)
Siembra
Fertilizacion
Control de maleza
Plagas
Cosecha
38. ;Qué implementos o equipo emplea?
Implementos | ;Qué (Recuerda Cuanto Me podria apoyar con algunas
0 equipo cantidad cuanto le tiempo le especificaciones del equipo
de equipo costo? dura su
utiliza equipo? (vida
para el util)
area que
cultiva de
haba?
Bomba

Manguera de
nylon o bovina
de plastico
(canaleta/cafio)

Aspersora

Pala

Azadbén

Otro...

190




39. ;Pagan algun servicio?

Servicio Es individual o | El pago es...(anual, | ;Cuadnto pagan?
comunal bimestral o al mes)
Luz
Agua
Otro...

PRODUCCION Y VENTA DE HABA

40. ;A como vendio el kilo de haba a menudeo? ;mayoreo?

41. ;En donde o a quién vende su haba?

42. ;FEl cultivo de haba le reditia econémicamente? a) Si b) No (por qué?

43. ;Cuanto representa el ingreso proveniente de la produccion de haba de sus ingresos totales (en
porcentaje)?

44. ;Sabe si su cultivo le proporciona una mayor ganancia de lo que otro le podria beneficiar?

a) Si b) No ¢) desconoce Si su respuesta es que si, ;/con respecto a que cultivo?

45. ;Por qué sigue cultivando el haba?
a) por gusto b) porque obtiene una mayor ganancia c) por costumbre  d) otra
46. ;Cual ha sido su mayor produccion? . Cual ha sido su menor produccion?

47. ;Cuales son los principales problemas que afectan la baja produccion del cultivo?

a) Enfermedades ;Cual, la mancha de chocolate, etc.?

b) El mal tiempo ;Cual, lluvias, heladas, sequias, etc.?

c) Otro

191



48. ;La baja produccion del cultivo de haba, en que le afecta a usted?

49. ;Qué opinaria si tuviera que producir y vender plantas de 20 dias después de que emergieron?

50. ;Qué beneficios usted considera que le genera sembrar, cosechar y vender plantas de haba de 20
dias después de que emergieron?

Respecto al tiempo Respecto a la produccion Respecto a la venta

51. Si se requirieran plantas de 20 dias después de la emergencia, ;podria comentarme que etapas

del desarrollo del cultivo se tendria que seguir?

Actividades de
campo

Preparar el suelo

Sembrar

Deshierbe

Utilizacion de
algun agroquimico

Cosecha

52. ;Qué costo aproximado le generaria producir plantas de 20 dias después de la emergencia?
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Cuadro 3.2A Plantilla de costos de producciéon de haba verde.

Costo Costo Vida Costo
Equipo/Materiales/Insumos  Unidad  Cantidad o .. Depreciacion total Observaciones
unitario final  til

COSTOS DE INVERSION
Bornbe:< sumergible (para Unidad g g g
poz0)
Manguera de nylon o bovina .
de plastico (canaleta/cafio) * kilo $ $ $
Bomba para fumigar* Pieza $ $ $
Pala* Pieza $ $ $
Azadon* Pieza $ $ $
SUBTOTAL
COSTOS DE OPERACION
Fertilizantes (varios)** Bulto $ $
Fungicida (varios)** Botella $ $
Plaguicida (varios)** Botella/bulto $ $
. hora
: *
Preparacion del terreno (tractor) $ $
Siembra** Jornal $ $
Deshierbe ** Jornal $ $
Desinfectarla
(Enfermedades)** Jornal $ $
Plagas** Jornal $ $
Fertilizar** Jornal
Cosecha** Jornal $ $
I:ago de servicios (luz, agua) mes g
SUBTOTAL $
COSTO TOTAL $

Elaboracion propia con informacion obtenida de los productores entrevistados sobre las labores de cultivo de haba
verde. *Costos fijos, **Costos variables
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Cuadro 3.3A Plantilla de costos de produccién de planta de haba bajo un sistema de invernadero.

COSTO DE INVERSION
Equipo/infraestructura/Insumos Unidad Cantidad C.o sto. Costo V,i(.la Depreciacion Costo Observaciones
unitario final til total
Invernadero 100 m? * Presupuesto $ $
Bolsa** kilo $ $
Bomba 1 hp* Pieza $ $
Termohigrometro* Pieza $ $
Carretilla* Pieza $ $
Pala* Pieza $ $
Azadon* Pieza $ $
Tijeras para podar* Pieza $ $
Cubeta de plastico* Piea $ $
Guantes* Par $ $
Botas de hule* Par $ $
Bascula* Pieza $ $
Tinaco* Pieza $ $
SUBTOTAL $
COSTOS DE OPERACION
Semilla** kilo $
Composta** Kilo $
Siembra** Jornal $
deshierbe** Jornal $
Cosecha** Jornal $
Pago de luz* Bimestral $
Mantenimiento del invernadero** Anual $
SUBTOTAL $
COSTO TOTAL $

*Costos fijos, **Costos variables. Parte de la informacion documentada fue tomada de Hernandez (2019).
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Anexos 4A

Figura 4.1A Desarrollo de la planta de Vicia faba L. de la variedad Matlatzintla, del primer dia de la emergencia al dia veinte para su
cosecha.
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Cuadro 4.1A Contenidos de compuestos bioactivos en plantas de variedades de Vicia faba L. de 20 dias después de la

emergencia.

VAR
Rojita
ICAMEX-V3l1
José Maria
Matlantzintla
GER
Lenta

Violenta

CFT

(mg EAG g MS)

FT

(mg EQ g MS)

L-DOPA

(mg g™ MS)

DPPH (Clso)

(ug mL™)

AANTI (Clso)

(mg mL )

131.64 a+ 15.44

127.02 ab + 12.86
111.82b + 7.26
135.62 a £14.44

130.05 a + 16.50

123.41 a+13.92

111.17 ab £ 9.97

91.98 b+ 11.94
92.76 b+ 10.84
118.58 a + 20.14

103.07 a + 16.58

104.11 a+ 18.99

88.04 a+10.02

79.98 ab + 10.55
67.30 b+ 18.55
79.91 ab + 5.46

78.51 a+£9.54

79.07 a+16.93

87.68a +£2.49

94.79 ab + 6.57
106.55d +5.21
97.68 ¢ £2.49

96.48 a+8.90

97.24 a+£8.37

74.40 a+ 13.27

99.14 a+19.32
90.22 a+16.47
87.87 a+ 10.55

88.00 a+17.13

87.40 a+17.93

VAR: Variedad, GER: Germinacion, CFT: Compuestos fendlicos totales, FT: flavonoides totales, L-DOPA: L-3,4-dihidroxifenilalanina,
DPPH: Actividad antioxidante, AANTI: Actividad antiinflamatoria. Medias con letras distintas por columna son diferentes de acuerdo a
la prueba de Tukey (p <0.05).
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Cuadro 4.2A Comparacion de medias de Tukey

Variedad L-DOPA Rutina Isoorientina
Rojita 654.50 a +79.67 7.12 a+0.63 35.34a+0.36
ICAMEX-V31 495.67 ab + 33.60 546b+0.36 45.10 a+ 1.88
José Maria 510.87 ab + 101.10 526b+0.48 39.06 a+4.37
Matlatzintla 387.00b =+ 83.59 4.95b+0.28 46.07 a+ 8.16

Todos los compuestos estan expresados en g Kg™' MS

. VAR: Variedad.
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